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Naehdntck verboten. 

[Aus dem Institut ftir Hygiene der KOnigl. Univerait&t Siena 
(Vorstand: Prof. A. Sclavo).] 

Ueber die Wirkung der Sfiuren, der Basen and elnigcr 
Salze auf die bakterlzlden Sera 1 2 3 ). 

Von Dr. Donato Ottolenghi *), 

Dozent and Oberassistent. 

(Eingegangen bei der Bedaktion am 2. Jan oar 1912.) 

Zu den in gegenw&rtiger Arbeit beschriebenen Unter- 
suchungen wurde ich durch die Beobachtang veranlafit, dafi 
man das sonst unvermeidliche Aussterben von Milzbrand- 
bacillen und -sporen, welcbe in gewissen geeigneten Dosen in 
bakterizide Sera ges&t warden, dadurch verhindern kann, dafi 
man diesen Seris etwas Glykose zusetzt. Wenn die Zahl der 
eingesiten Keime eine derartig grofie ist, dafi sie nicht alle durch 
das Serum abgetOtet werden kfinnen, dann fiufiert sich der 
gllnstige Einflufi der Glykose, wie ich bereits anderswo hervor- 
gehoben habe, durch eine lebhaftere und raschere Entwicklung 
der nicht zugrunde gegangenen Bakterien. Wenn man an 
Stelle einer kleinen Menge einer sporen- und bacillenhaltigen 
Kultur entweder nur Sporen oder Bacillen sat, so beobachtet 
man — wie wir weiter unten besser sehen werden — dafi die 
Sporen, auch wenn sie in sehr sparlicher Menge eingesat 
werden, im bakteriziden Serum mit Zusatz von Glykose reich- 
liche Kulturen liefern, wahrend die Bacillen unter denselben 
Verhaitnissen dasselbe Resultat nur dann ergeben, wenn sie 
in nicht zu geringem Quantum eingesat werden. 

Baumgarten und Walz und spater Finkh*) hatten bereits 
beobachtet, dafi der Zusatz einer geringen Menge Peptons und einer 
kleinen Menge Zucker zum Kaninchenbluteerum die Vermehrung des 

1) Nach einer in der R. Accademia dei fisiocritici in Siena bei der 
Sitzung am 29. Juli 1911 gemachten Mitteilung. 

2) Ins Deutsche iibertragen von Dr. med. K. Riihl (Turin). 

3) CentmlbL f. Bakt, Orig., Bd. 28, 1900, p. 694 

Zcdtachr. f. ImmunltMUforachonf. Orig. Bd. XIII. 1 
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Milzbrandbacillus befordert; diese Autoren haben aber keine Erklarung 
dieser Erecheinung vorgeschlagen. 

Meine Untersuchungen fiber die Bedeutung des Zuckers 
far das Leben and far einige Funktionen des Milzbrandbacillus 
und die zahlreichen Beobachtungen anderer Autoren fiber die 
zuckerverg&rende Tfitigkeit dieses Keimes legten mir die An- 
nahme nahe, dafi bei der hier zu besprechenden Erscheinung 
die Entstehung von Sfiuren auf Kosten der Glykose und die 
darauffolgende Einwirkung der S&ureu auf die bakteriziden 
Eigenschaften der Sera, welche Eigenscbaften durch die S&uren 
paralysiert werden kdnnen, die Hauptrolle spielen. 

In der Tat hat v. Lingelsheim beobachtet l 2 3 ), dafi, wenn man dem 
Kaninchenserum soviet Essigsaure zusetzt, dafi es auf Lackmus nicht mehr 
alkalisch reagiert, die milzbrandbacillentotende Wirkung fast ganzlich ver- 
schwindet. Diese Beobachtung wurde von Gruber und Takaki be- 
statigt*) und entspricht gewissermafien den Ergebnissen einiger Versuche 
von Werbitzki 8 ) iiber die Wirkung, welche der Zusatz von Essigsaure zu 
den Extrakten von Blutplattchen in inaktiviertem Pferdeblutserum ausiibt 

Bei dem Durchlesen der Arbeiten der genannten Forscher und der- 
jenigen von Hegeler 4 5 ) und von Schneider 6 ) iiber den Einflufl der 
Sauren auf die auf vom Milzbrandbacillus verschiedene Keime ausgeiibte 
Bakterizidie machte es mir den Eindruck, als waren die bisher gesammelten 
Kenntnisse, welche sich besondera auf die einfache Wahrnehmung be- 
schranken, dafi einige Sera imstande sind, die bakteriziden Sera zu inakti- 
vieren, zu sparlich und fragmentarisch, besonders wenn man sie mit den 
zahlreichen und wiehtigen Unterauchungen vergleicht, welche in neuerer 
Zeit von Ehrlich, Morgenroth und Sachs 6 ), von Noguchi 7 ), 
Moruzzi 8 ), Rondoni 9 ), Amako 10 ) u. a. m. iiber die Wirkung der Sauren 
und der Basen auf die hamolytischen Sera, und von den genannten Autoren 
und von Schmidt 11 12 ) und A bra mow 18 ) iiber die Wirkung der Sauren 
und Basen auf die prazipitierenden Sera ausgefiihrt wurden. 

1) Zeitschr. f. Hygiene, Bd. 37, 1901, p. 131. 

2) Deutsche med. Wochenschr., 1907, No. 39. 

3) Zeitschr. f. Hygiene, Bd. 68, 1911, p. 63. 

4) Arch. f. Hygiene, Bd. 40, 1901, p. 375. 

5) Arch. f. Hygiene, Bd. 70, 1909, p. 40. 

6) Berl. klin. Wochenschr., 1899, No. 22, und 1902, No. 14/15. 

7) Biochem. Zeitschr., Bd. 6, p. 172. 

8) Biochem. Zeitschr., Bd. 27, p. 498. 

9) Zeitschr. f. Immunitiitsf., Bd. 7, 1910, p. 515. 

10) Zeitschr. f. Immunitiitsf., Bd. 8, 1910, p. 168. 

11) Biochem. Zeitschr., Bd. 24, p. 45. 

12) Zeitschr. f. Imraunitatsforsch., Bd. 8, 1910, p. 145. 
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Ueber die Wirkung der Sauren, der Basen und einiger Salze etc. 3 


Dieser Eindruck und der Gedanke, es sei zweckmafiig, die Behauptung 
Pirennes 1 2 ) zu kontrollieren, dafi man die gewdhnliche bakterizide Sub- 
stanz der Sera deutlich von jener besonders differenzieren kann, welche auf 
den Milzbrandbacillus einwirkt, veranlafiten mich dazu, die Vereuche aus- 
zufiihren, iiber deren Resultate ich, soweit ich eolche bisher erhalten habe, 
im folgenden berichten werde. 


I. 

Zur Untersuchung der Wirkung der Sauren kann man 
jedes beliebige mit bakteriziden Eigenschaften versehene Serum 
benutzen; ich habe besonders Serum von gegen den Milz¬ 
brandbacillus immunisierten Eseln, Pferdeserum und Kanin- 
chenserum angewendet. 

Das Serum immunisierter Esel eignet sich infolge seiner 
starken Aktivitat und seiner geringen Empfindlichkeit gegen 
das Veralten ganz besonders zur Erzielung genauerer Re¬ 
sultate und zur Ausfuhrung einigermafien zahlreicher Reihen 
von Versuchen. 

Meine Experiments fiihrte ich meistens folgendermafien aus: in eine 
Beihe von Reagenzglaschen wurde eine gewisse Menge des Serums getan, 
welchen dann eine bestimmte Menge einer titrierten Lftsung der zu unter- 
suchenden Saure, oder, zur Kontrolle, ein gleiches Volumen destillierten 
Wassers zugesetzt wurde; dann wurden die einzelnen Gemische mit einer 
und derselben Menge von Milzbrandbacillen oder -sporen (im Durchschnitt 
4500 Bacillen oder 10—12000 Sporen) infiziert. Die Rohrchen wurden 
danach in den Therm os taten bei 37 0 C gestellt und hin und wieder unter- 
sucht, um festzustellen, nach welcher Zeitfrist die gesaten Keime so weit 
vermehrt waren, dafi ihre Entwicklung mit blofiem Auge oder durch die 
mikroskopische Untersuchung einer Oese des Gemisches erkennbar war. 

Die Sporen wurden aus wenigstens einem Monat alten Kulturen ge- 
wonnen, in destilliertem Wasser aufgeschwemmt, durch Papier filtriert, 
3 Minuten lang auf 80° C erwarmt und dann benutzt. Auf diesem Wege 
kann man, wie ich, mit den neueren Bestimmungen Fischbders 1 ) uber- 
einstimmend, nachweisen konnte, wahre und echte Aufschwemmungen reiner 
Sporen erhalten. Die Erwarmung auf 80° C kann zwar nicht ganz un- 
schadlich fiir die Sporen sein; ich mufi jedoch gleich hervorheben, dafi ich 
bei meinen Versuchen sowohl mit auf 80° erwarmten wie mit keiner Er¬ 
warmung ausgesetzten Sporen dieselben Resultate erhielt, vorausgesetzt, 
dafi es sich in letzterem Falle tatsachlich nur um Sporen handelte, oder 
wenigstens, dafi die Zahl der vegetativen Formen eine ganz unbe- 
deutende war. 


1) Centralbl. f. Bakt., Orig., Bd. 36, 1904, p. 256. 

2) CentralbL f. Bakt., Orig., Bd. 51, 1909, p. 320. 

1 * 
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Die BaciUen zur Aussaat wurden durch Beeaung von Bouillon mit 
Sporen gewonnen; dieee Bouillonkultur wurde benutzt, ala die mikroskopische 
Untersuchung ergab, dafi eine Entwicklung stattgefunden hatte, d. h. nach 
3—4-stundigem Verweilen der Kultur bei 37° C. Bei diesem Verfahren 
iflt natiirlich nicht die Moglichkeit ausgeschloesen, dafi im Augenblick der 
Besaung der Sera noch einzelne Sporen unverandert geblieben waren; der 
Verlauf der Versuche zeigte aber, dafl diese Moglichkeit eine sehr geringe 
war und keine grofle Bedeutung hatte. 

In der Tabelle I sind die Resultate eines Versuches dar- 
gestellt, den ich in der soeben angegebenen Weise mit Esel- 
serum, mit einer y 10 -Normall6sung von Milchsfiure und mit 
einer 10-proz. LSsung von Glykose ausfOhrte. 


Tabelle I. 








Aussaat 

Bacillen 

Sporen 

Serum 1 ccm + Milchsaure 0,01 ccm 

_ 

nach 8Tagen 

+ nach 6 Tagen 

9) 

1 

99 

+ 99 

0,05 

99 

— 

99 

8 „ 

+ 

36 Stund. 

99 

1 

99 

+ 99 

0,1 

99 

+ 

99 

20 Stund. 

+ 

24 „ 

99 

1 

99 

4* 99 

0,2 

99 

+ 

99 

24 „ 

+ 

24 „ 

99 

1 

99 

+ 91 

0,5 

99 

— 

99 

8Tagen 

— 

8 Tagen 

99 

1 

9 ) 

+ Glykose 

0,05 

99 

— 

99 

§ » 

+ + + 

9 8 99 

99 

1 

99 

+ 99 

0,1 

9 * 

— 

99 

8 }f 

+ + + 

5 „ 

99 

1 

99 

+ 99 

0,5 

99 

— 

99 

8 „ 

+ 

4 „ 

9 » 

1 

99 

+ Wasser 

0,1 

99 

— 

99 

8 „ 

— 

8 „ 

91 

1 

99 

4“ 99 

0,5 

99 

— 

99 

8 „ 

+ + 

6 „ 


+ = mit bloBem Auge erkennbare Entwicklung. 

+ + = reichliche Entwicklung. 

+ + + = sehr reichliche Entwicklung. 

— = keine Entwicklung (selbst bei Untersuchung unter dem Mikroskop). 

Aus diesem Versuch, welcher als Beispiel aus einer ganzen 
unter denselben Verhfiltnissen ausgefiihrten Reihe von Ex- 
perimenten dienen kann, kann man einige interessante SchluB- 
folgerungen ziehen. 

In erster Linie sieht man, daB es, bei Anwendung von 
Eselserum, ein Optimum der Konzentration der Milchs&ure 
(0,1—0,2 ccm der Vio-Normallbsung auf 1 ccm des Serums) 
gibt, bei welchem sich sowohl die Bacillen wie die Sporen so 
lebhaft entwickeln, daB die Entwicklung bereits nach 24-stiin- 
diger Inkubation deutlich erkennbar ist. 

Aus der Tabelle ersieht man ferner, daB kleine Mengen 
Milchskure genflgen, um die Entwicklung der Sporen, aber 
nicht diejenigen der Bacillen, zu befdrdern, und daB andererseits 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 


i 













Ueber die Wirkung der S&uren, der Basen und einiger Salze etc. 5 


der Zusatz allzu groBer S&uremengen, trotz der Verdflnnung, 
welche das Serum dadurch erf&brt und welche eine Ab- 
schwachung der bakteriziden Tatigkeit zur Folge hat, sowohl 
die Entwicklung der Sporen wie diejenige der Bacillen hemmt 

Man sieht auch noch, dafi auch die Anwesenheit der Gly- 
kose, obwohl diese bei weitem nicht eine so starke Wirkungwie 
die Milchsaure entfaltet, die Entwicklung der Sporen befOrdert, 
wahrend hingegen sie keinen EinfluB auf die Entwicklung der 
Bacillen ausfibte. Diesbezfiglich ist aber, wie ich bereits er- 
wahnt habe, zu bemerken, dafi die Resultate je nach der Menge 
der gesaten Bacillen und je nach der Kraft des Serums ver- 
schieden sind, und zwar infolge der Mdglichkeit, dafi die Gly- 
kose, wenn in den Seris solan ge lebende Bacillen anwesend 
bleiben, wie es zur Erzeugung der ndtigen Menge von Sauren 
notwendig ist, eine Inaktivierung der Sera bewirken kann. 

Hier drangt sich die Frage auf, in welcher Weise die 
Sporen die Glykose verwerten, um dem Serum gegenQber 
die Oberband zu nehmen. Es ware jedenfalls nicht undenk- 
bar, dafi die Sporen selbst auf die Glykose einwirken und 
Sauren erzeugen; diese Annahme steht sogar meines Er- 
achtens vollstandig im Einklang mit den SchluBfolgerungen, 
welche Effront 1 ) aus einigen seinen Versuchen fiber die 
Wirkungen der Sporen in verschiedenen Nfihrsubstraten ge- 
zogen hat und welche in dem Sinne lauten, daB keine (Jnter- 
drfickung, sondern nur eine Verlangsamung resp. Ab- 
schwfichung der Lebenserscheinungen eintritt. In unserem 
Fall kann man die Erscheinung jedoch auch durch die An¬ 
nahme erklfiren, dafi nach der Einffihrung der Sporen in das 
Serum zuerst nur ein Teil derselben keimt, welcher wahrend 
seines kurzen Lebens die Glykose nur wenig angreift, wahrend 
die Sporen, welche spater, d. h. zu einer Zeit kommen, wo 
das Serum infolge des Veraltens und der bereits geschehenen 
Entstehung kleiner Sauremengen einen Teil seiner Aktivitat 
eingebflfit hat, langer leben und den noch spater keimenden 
Sporen eine fippige Entwicklung ermfiglichen werden. 

Und dafi die Sporen im Serum tatsfichlich nicht alle auf 
einmal keimen, kann man durch verschiedene Verfahren nach- 


1) Moniteur scientif., 1907. 
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weisen, welche auch Fischfider bei semen Untersucbungen 
fiber die Keimung und Sporenbildung des Milzbrandbacillus 
angewendet hat. 

Die einfachste and beweiskrfiftigste Methode besteht 
darin, dafi man beobachtet, was bei 37° C mit Sporen ge- 
schieht, welche in einem hfingenden Serum tropfen ges&t 
werden, und zwar vorzugsweise von sehr aktivem Serum, 
weil hier die Keimung langsamer vor sich geht, so dafi die 
verschiedenen Stadien der Erscheinung besser verfolgt werden 
kfinnen. Man wird in diesem Fall beobachten, dafi die Sporen, 
welche gewfihnlich eine leichte Brownesche Bewegung zeigen, 
wfihrend einer gewissen Zeit ihre Form und ihren Glanz 
beibehalten; dafi dann zuerst einige ihre Gestalt rasch ver- 
findern, d. h. rundlicher werden, sich an einem Ende Offnen 
und durch die Oeffnung einen kurzen Keim aussenden, wfihrend 
die fibrigen Sporen ganz unverfindert erscheinen und erst 
spfiter dieselben Umwandlungen zeigen, wie diejenigen, die 
frfihzeitig keimten. Zuweilen ist die Zahl der spfit keimenden 
Sporen eine winzig kleine; in anderen Fallen, besonders wenn 
es sich um sehr aktive Sera (Antimilzbrand-Eselserum) handelt, 
beginnt hingegen bei einem grofien Teil der Sporen die Keimung 
erst sehr spfit, d. h. nach mehrstfindigem Verweilen bei 37° C. 

Diese verschiedene Raschheit im Keimen kann man auch 
folgendermafien nachweisen. Man besfit mehrere, eine gewisse 
Menge aktiven Serums enthaltende Rfihrchen mit einer gleichen 
Menge einer Aufschwemmung von vorher wfihrend 3 Minuten 
auf 80° C erwfirmten Sporen; dann erwfirmt man nach ver¬ 
schiedenen Zeitabstfinden eines der Rfihrchen wfihrend 1 Stunde 
auf 55° C, um alle vegetativen Formen abzutoten, ohne die 
noch unverfinderten Sporen zu beschfidigen, und legt dann 
mit diesem Material eine Plattenkultur auf Agar an. In den 
verschiedenen, auf diesem Wege hergestellten Plattenkulturen, 
zfihlt man nun die entwickelten Kolonien auf, und gewinnt 
somit — wenn man eine Agglutination der Sporen von seiten 
des betreffenden Serums ausschliefien kann — Anhaltspunkte 
fiber den Verlauf der Keimung in den verschiedenen Rfihren. 
Es handelt sich bei solchen Resultaten jedenfalls nur um eine 
Annfiherung, und zwar nicht so sehr infolge der Agglutinations- 
phanomene, welche moistens so schwach sind, dafi es ziemlich 
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gut gelingt, sie durch tfichtiges SchQtteln der Serumproben 
vor der Anlegung der Plattenkulturen zu beseitigen, als viel- 
mehr, weil die 1-stflndige Erw&rmung auf 55° C oder jede 
anders&rtige Erw&rmung zwecks AbtOtung der vegetativen 
Formen nicht ohne EinfluB auf die Sporen sein kann, be- 
sonders wenn bei diesen bereits der Keimungsprozefi be- 
gonnen hat. 

Bei einem meiner Versuche mit Serum ernes immunisierten 
Esels wurden ungef&hr 12000 Sporen ges&t und sofort einer 
1-stQndigen ErwSrmung auf 55° C ausgesetzt, wonach ihre 
Zahl ungef&hr auf 4000 herabsank; bei einem Versuche mit 
demselben Serum, welches bei Beginn des Experimentes die- 
selbe Anzahl von Sporen enthielt und erst nach 24 Stunden 
auf 55° C erwftrmt wurde, fand ich hingegen nur ungef&hr 
200 Kolonien, was beweist, daB inzwischen ein grofier Teil 
der Sporen gekeimt hatte. Auch wenn man sp&rliche Sporen 
auss&t, kann man im Antimilzbrandserum nach 8—10 Tagen 
lebende Sporen finden; es ist aber schwer zu entscheiden, 
ob es sich um die einges&ten Sporen handelt, denn auch in 
diesem so stark bakteriziden Serum kann ein Teil der einges&ten 
Sporen, wie wir bald sehen werden, keimen, so daB man nicht 
die Mdglichkeit ausschliefien kann, daB die neugebildeten Ba- 
cillen ihrerseits Sporen erzeugen. 

Wie dem auch sei, ich wollte hier nur betonen, daB die 
in die aktiven Sera eingeftihrten Sporen nicht alle zu gleicher 
Zeit keimen, weil hierin, nach meiner Ansicht, die Ursache 
des Einflusses zu suchen ist, den die Glykose auf das bakterizide 
VermOgen dieser Sera gegenfiber den Sporen ausfibt. 

n. 

Wenn man einige Sera mit Milzbrandsporen bes&t und 
durch von Zeit zu Zeit angelegte Agarplattenkulturen das 
Verhalten der Sporen verfolgt, so beobachtet man, wie ge- 
sagt, daB die Zahl der auf den Platten sich entwickelnden 
Kolonien mit dem Fortdauern des Kontaktes zwischen Sporen 
und Sera mehr oder minder rasch abnimmt, als ob die Sera 
ein zuweilen sehr hohes, sporizides Vermdgen bes&Ben. Wenn 
aber das Serum eine gewisse Menge MilchsSure enth&lt, dann 
scheint diese sporentQtende Wirkung zu fehlen, indem man 
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in den Agarplatten entweder keine oder eine geringere Ab- 
nahme der Kolonien beobachtet als im vorigen Fall. Es ge- 
nflgt aber, die Serumproben 1 Stunde lang auf 55° C — zu 
dem Zwecke, in den Platten die der Zahl der Sporen wirklich 
entsprechende Anzahl von Kolonien za erhalten — zu er- 
w&rmen, um wahrzunehmen, daB, wie aus Tabelle II and III 
hervorgeht, jener Unterschied zwischen einfachem Serum und 
angesfiuertem Serum, in bezug auf die sporentdtende Wirkung, 
nur ein anscbeinender war. 

1st daraus zu schlieBen, daB die S&uren das bakterizide 
VermOgen und nicht das sporizide Vermbgen paralysieren ? 
Besteht aber dieses sporizide Vermdgen auch in Wirklichkeit? 


Tabelle II. 

Milchsaure n/ I0 , Saat: ungefahr 6000 Sporen, wahrend 3 Minuten auf 


80® C erwarmt. 

Eselser. 0,9 ccm + Wasser 0,1 ccm nach 6 Std. bei 37 0 C 


0,9 
0,9 
0,9 

Kan.-Ser. 0,9 
0,9 
0,9 
0,9 


99 

99 

99 


*9 

99 


+ >i 0.1 

+ Milchsaure 0,1 
+ » 0,1 
+ Wasser 0,1 

+ 0,1 

+ Milchsaure 0,1 

+ » 0,1 


6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 


37° „ u. 1 Std. bei 55®C 
37® „ 

37® „ „ 1 
37®,. 


99 


„ 55® „ 


37® „ „ 1 
37® „ 

37® „ „ 1 


99 


99 99 


,, 55® „ 


Kolonien 
56 
2 
250 
1 
0 
0 
17 
1 


Tabelle III. 

Milchsaure n/ l0 , Saat: ungefahr 30000 Sporen, wahrend 3 Minuten auf 
80® C erwarmt 

Kolonien 

Eselser. 0,8 ccm -f Wasser 0,2 ccm nach 6 Std. bei 37 ®C 600 


„ 0,8 

„ 0,8 

„ 0,8 

Kan.-Ser. 0,8 
0,8 
0,8 
0,8 


99 

99 

99 


99 

99 

99 


+ „ 0,2 

+ Milchsaure 0,2 
+ » 0^ 
+ Wasser 0,2 

+ »> 0,2 

-f Milchsaure 0,2 
+ >* 0,2 


6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 


37® „ u. 1 Std. bei 55 ® C 


37® 


160 

mehrals 30000 


37® „ u. 1 Std.bei55® C 60 

37® „ 500 

„ 55®„ 27 

„ mehrals 30000 

37® „ u. 18td.bei55°C 120 


37® „ „ 1 
37® 


Die ersten Versuche, welche ich zur L5sung dieser Frage 
ausfdhrte, hatten zun&chst den Zweck, durch Plattenkulturen 
festzustellen, ob die Sporen in sehr aktiven Seris (von im- 
munisiertem Esel und Kaninchen) leicht und zahlreich keimen, 
und ob somit die Abnahme der Zahl der Kolonien infolge 
der Behandlung der Sporen mit dem Serum auf die Abtdtung 
der neugebildeten Bacillen oder auf die direkte Sporentdtung 
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zurflckzufGhren ist. Die Resultate dieser Versuche waren 
aber sehr unklar, wie z. 6. aus Tabelle III zu ersehen ist, 
ans welcher man ebensogut schliefien kann, dad fast alle 
Sporen im Eselserum inoerhalb 6 Stunden gekeimt haben und 
dad die Keime grddtenteils abgetotet wurden, wie dad fast 
alle Sporen getdtet wurden und dad die Keime der wenigen 
flberlebenden Sporen, nachdem die Kraft des Serums ab- 
geschw&cht war, anfingen, sich zu vermehren. 

Ich entschied mich deshalb dazu, durch Frisch pr&parate 
und gef&rbte Pr&parate direkt zu untersuchen, wie sich die 
Sporen verhielten, die in die aktiven Sera mit und ohne Zu- 
satz von Milchs&ure ges&t wurden. Da bereits FischOder 
Untersuchungen in dieser Richtung, wenn auch nur mit ein- 
fachera Serum ausgefQhrt hat, will ich mich hier darauf be- 
schrfinken, das wenige zu erw&hnen, was fOr meine gegen- 
w&rtige Arbeit von Interesse ist. Die Versuche wurden 
folgendermaden ausgefQhrt: 

Ich stellte eine ziemlich dicke Aufschwemmung von Sporen in Wasser 
her and bereitete zu gleicher Zeit Sera mit Zusatz verschiedener Mengen 
von Milchsaure (meistens 10—20 Proz. der l / l0 “Normailosung); dann brachte 
ich auf eine Reihe von Deckgl&schen je einen Tropfen Serums, mit welchem 
eine Oese der Sporenaufschwemmung gemischt wurde; danach drehte ich 
die Glaschen um, legte sie aut weite hohle Objekttrager und stellte diese 
in die feuchte Kammer bei 37 0 C. Von Zeit zu Zeit untersuchte ich dann 
einige dieser Pr&parate, lieB sie dann austrocknen und farbte sie zuerst 
warm mit der Lofflersehen Methylenbl&uldsung und dann wahrend 
einiger Sekunden kalt mit Safranin, welches, indem es das Serum rot farbte, 
die blau gefarbten Bakterien deutlicher hervortreten lieS. 

Zu diesen Versuchen benutzte ich Esel- und Kaninchenserum; die 
Resultate waren, abgesehen von der langsamen Keimung im Eselserum, 
bei den beiden Sera gleich. 

In folgender Tabelle findet man ein ganz typisches Beispiel. 

Tabelle Ilia. 


24 Stunden altes Kaninchenserum, Temperatur 37°. 


Serum + 10 Proz. Milchsaure (n/ I0 ) 
sofort: sehr wenige Sporen sind 
blau gefarbt 

nach 30 Minuten: zahlreiche 
blau gefarbte, von einem hellen 
Hof umgebene Sporen; bei einigen 
Sporen erBcheint die blau gefarbte 
Substanz in zwei gleich Massen 
geteilt 


Serum + 10 Proz. Wasser 
sofort: sehr wenige Sporen sind 
blau gefarbt 

nach 30 Min uten: zahlreiche dun- 
kelblau gefarbte, von einer diinnen 
Schicht rotgefarbter Substanz um¬ 
gebene Sporen; andere Sporen ha¬ 
ben dasselbe Aussehen wie die- 
jenigen im Serum mit Zusatz von 
Milchsaure 
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nach 3 Stunden: aile Uebergangs- 
formen von den durch Ldiflers 
Methylenblauldsung leicht farb- 
baren Sporen bis zu den Faden 
aus 1—2 Segmenten 


nach 5 Stunden: zahlreiche Faden 
aus 2—5 und mehr Segmenten; 
einzelne Reste von Sporen und ein- 
zelne Sporen wie nacn 30 Minuten. 


nach 3 Stunden: ungefahr der- 
selbe Befund wie nach 30 Minuten: 
in vielen Sporen erweist sich die 
blau farbbare Substanz als aus 
mehr oder minder weit voneinander 
abstehenden Massen, von feinsten 
blafi gefarbten Xdrnchen gebildet 

nach 5 Stunden: Befund wie 
nach 3 Stunden, mit dem Unter- 
schiede, daB man vereinzelte kurze 
Bacillenfaden beobachtet 


Nach 5—6 Stunden beim Kaninchenserum und nach 
18—24 Stunden beim Serum immunisierter Esel nehmen die 
gekeimten Bacillen, auch bei Abwesenheit von Milch sfture, 
gegentlber dem Serum die Ueberhand und fangen an, sich 
lebhaft zu vermehren, so daB sie mit ihren ineinander ge- 
flochtenen Faden den ganzen Tropfen einnehmen. Zwischen 
den im h&ngenden Tropfen und den mit grOfieren Serummengen 
in Reagenzrdhrchen ausgefQhrten Versuchen besteht also der 
Unterschied, dafi sich im ersten Fall die Aktivit&t des Serums 
viel rascher als im zweiten abschw&cht. Was aber hier be- 
sonderes Interesse darbietet und aus Tabelle Ilia deutlich 
hervorgeht, das ist, daB auch im hangenden Tropfen jene be- 
sondere Wirkung der Sfiuren auf die Sera zutage tritt, welche 
ich vorher erw&hnte, und besonders daB diese Wirkung nicht 
den ersten Teil des Verhaltens der Sporen in den Seris, 
sondern nur ihre sp&tere Evolution beeinfluBt. In der Tat, 
die Sporen zeigten stets in jedem Serum, sowohl mit wie ohne 
Zusatz von Milchsaure, zuerst jene anfanglichen Keimungs- 
stadien, welche ,vor allem durch den Verlust der Refrangibilitat, 
die Zunahme des Volumens und die Veranderung der Form 
und der Tingierbarkeit charakterisiert sind; ein Unterschied 
zwischen dem aktiven und dem mit Sauren behandelten, d. h. 
inaktivierten — denn die erwarmten Sera verhalten sich wie 
Sera mit Zusatz von Sauren — Serum tritt erst in den suk- 
zessiven Stadien, ich mdchte sagen zur Zeit des Hdhepunktes 
der Keimung zutage, und besteht darin, daB im angesauerten 
Serum die Keime ungestbrt austreten und sich vermehren 
konnen, wahrend dies durch das aktive Serum mehr oder 
minder gehemmt wird. 
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Da somit die Aktivitftt der Sera, wie wir soeben sahen 
und wie bereits Fischdder beobachtet hatte, sich nicht gegen 
die intakten Sporen entfaltet, sondern gegen die Sporen, welche 
begonnen haben, zu keimen, also gegen Elemente, die ihrer 
Widerstandsf&higkeit, ihrer Tingibilit&t und ihren morpho- 
logischen Charakteren nach mehr als Bacillen denn als Sporen 
zu betrachten sind, mull man zugeben, dafi man keinen Unter- 
schied zwischen der tdtenden Wirkung der Sera auf die 
Sporen und der tbtenden Wirkung auf die Bacillen 1 ) an- 
nehmen kann, und dafi infolgedessen auch die Wirkung der 
Siuren auf die Entwicklung sowohl der Milzbrandbacillen wie 
der Milzbrandsporen in den bakteriziden Sens eine und die- 
selbe, d. h. eine einzige sein mufi. 


III. 

Die inaktivierende Wirkung auf die Sera tlbt nicht nur 
die Milchsaure aus, sondern mehrere andere Sauren besitzen, 
wie aus Tabelle IV ersichtlich ist, dieselbe Eigenschaft. 


Tabelle IV. 

Die Sauren wurden in n/, 0 -Losung angewendet. Zwischen dem 
Zusatz der Saure zum Serum und der Besaung liefi man 20 Minuten 
verlaufen. 


Eeelserum 


Bacillen 


Sporen 


0,9 ccm + 0,1 ccm Wasser 

— nach 8 Tag. 

— 

nach 

8 Tag. 

0.8 

99 

+ 03 

99 

99 

— 

„ 8 

99 _ 

— 

99 

8 „ 

0,9 

99 

+ 0,1 

99 

Ameisensaure 

+ 

„ 18 Std. 

Spuren 

99 

18 Std. 

0.8 

99 

+ 03 

9 « 

99 

+ + 

18 

99 

+ 

99 

18 ji? 

0.9 

99 

+ 0,1 

99 

Eesigsaure 

+ + 

18 

99 

+ 

99 

5 Tag. 

0* 

99 

+ 03 

99 

99 

+ + 

18 

99 

+ + 

99 

18 Std. 

0,9 

99 

+ 0,1 

99 

Milchs&ure 

+ + 

18 

99 

+ + 

9 f 

6 Tag. 

03 

99 

+ 03 

99 

99 

+ 

18 

99 

+ 

99 

18 Std. 

0,9 

99 

+ 0,1 

99 

Oxalsaure 

+ + 

18 

99 

+ 

99 

18 „ 

0,8 

99 

+ 03 

99 

99 

+ + 

18 

99 

+ + 

99 

3 Tag. 

0,9 

99 

+ 0,1 

9 ) 

Saksaure 

+ + 

18 

99 

+ 

99 

42 Std. 

03 

99 

+ 03 

99 

99 

+ + + 

42 

99 

+ + 

99 

18 „ 


1) Dieee Schluflfolgerung steht auch im Einklang mit den Beobach- 
tungen Halbans fiber die Wirkung der Sera auf die Sporen des Ba¬ 
cillus subtilis (Ann. Inst. Pasteur, 1898, p. 417). 
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Es sei jedoch sofort bemerkt, daB man den Unterschieden 
zwischen S&ure und Sfiure, die sich aus dieser Tabelle ergeben, 
keine zu groBe Bedeutnng zuschreiben muB; diese Unterschiede 
sind nicht nnr nicht konstant, sondern feblen zuweilen gknz- 
lich. Hiermit ist natflrlich noch nicht gesagt, das alle S&uren 
mit gleicher Intensit&t wirken, sondern nnr, dafi die ange- 
wendete Technik sich mehr dazu eignet, uns qualitative als 
quantitative Anhaltspunkte fiber die hier in Frage stehende 
Erscheinung zu liefern. 

Dagegen ergibt sich aus obiger Tabelle mit Sicherheit, 
daB alle verschiedenen S&uren, wenn sie in einer zwischen 
n/ 10 und n/ 100 schwankenden Eonzentration zugesetzt werden, 
eine, wenn auch nicht gleich Starke, inaktivierende Wirkung 
auf die Sera ausflben, was, in anderen Worten gesagt, be- 
deutet, daB es zur Abschw&chung des bakteriziden Vermdgens 
nicht notwendig ist, die Sera vollst&ndig zu neutralisieren, 
sondern es genfigt, ihre natfirliche Alkaleszenz etwas herab- 
zusetzen. 

Von den verschiedenen Fragen, welche durch diese Be- 
obachtungen ins Feld gedr&ngt wurden, schienen mir zwei von 
besonderem Interesse. 

Die erste war folgende: ob die inaktivierende Wirkung 
der S&uren mit ihrer Kraft zusammenh&ngt Ein einfaches 
Verfahren, um diese Frage zu ldsen, bestand darin, die elektro- 
lytische Dissoziation der in Frage stehenden S&uren herabzu- 
setzen, und da unter diesen eben die Ameisens&ure, die Essig- 
sSure und die Milchs&ure, welche sehr h&ufig als Bakterien- 
produkte entstehen, diejenigen waren, die, in Betracht even- 
tueller Anwendungen dieser Studien auf die Pathogenese der 
Infektionen, mir das grdBte Interesse darzubieten scheinen, 
genttgte es zu meinem Zwecke, dafi ich ihre alkalischen Salze 
zusetzte. Die Versuche wurden sowohl mit der im Anfang 
gegenw&rtiger Arbeit angegebenen Methode wie durch An- 
legung von Plattenkulturen ausgefQhrt, wobei im ersten Fall 
Sporen, im zweiten seit wenigen Stunden entstandene Bacillen 
benutzt wurden. In der Tabelle V und VI habe ich die Re- 
sultate zweier solcher Versuche dargestellt. Dieselben kdnnen 
als Beispiele dienen. 
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Tabelle V. 

Die Sauren wurden in n/ 10 , die Salze in N-Losung benutzt. Zur 
Saat wurden Sporen benutzt. 


Eeelserum 


Entwicklung 


0,8 ccm + 0,2 ccm Wasser 

Ameisensaure 


0.8 

0.8 

0.8 

0.8 

03 

0,8 

0.8 

0,8 

0.8 

0,8 

0.8 

03 

03 

0,8 

0.8 


+ 0,1 
+ 0,1 
+ 0,1 
+ 0,1 
+ 04 
+ 0,1 
+ 0,1 
+ 0,1 
+ 0,1 
+ 0,1 
+ 0,1 
+ 0,1 
+ 0,1 
+ 0,1 
+ 0,1 


„ Essigsaure 


Milchsaure 


ameisensaur. Kali 
„ Natr. 


Natron 
milchsaures Kali 
„ Natr. 


+ 0,1 ccm 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0.1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 
+ 0,1 „ 


Wasser 

ameisensaur. Kali 
„ Natron 
Wasser 

essigsaures Kali 
„ Natron 
Wasser 

milchsaures Kali 
„ Natron 
Wasser 


— nach 6 Tagen 
sparlich nach 18 Stunden 

IQ 

99 99 

sehr sparlich nach 18 Std. 
sparlich nach 18 Stunden 
Spuren nach 18 Stunden 
sehr sparlich nach 18Std. 
sparlich nach 18 Stunden 
sehr sparlich nach 18 Std. 

99 99 99 »» 

minimale Spuren n. 24 Std. 
Spuren nach 24 Stunden 
ift 

99 - 10 99 

sehr sparlich nach 24 Std. 
Spuren nach 42 Stunden 
1ft 

** 99 »* 


TabeUe VI. 

Die Sauren werden in n/ 10 , die Salze in N-L5sung benutzt, Besaung 
mit 1060 Badllen. 


Eeelsenun 

Zahl der Kolonien 
nach 3 Std. bei37° 

0.8 ccm + 03 ccm 

Wasser 




49 

0,8 „ +0,1 „ 

Ameisensaure 

+ 0,1 

ccm Wasser 

3500 

03 „ +0,1 „ 

99 

+ 0,1 

99 

ameisensaures Kali 

2150 

0,8 „ -f 0,1 „ 

99 

+ 04 

99 

„ Natron 

2500 

0,8 „ +0,1 „ 

Essigsaure 

+ 0,1 

99 

Wasser 

4050 

0.8 „ + 0,1 „ 

99 

+ 04 

99 

essigsaures Kali 

1670 

0,8 + 0,1 „ 

MilcKsfture 

+ 0,1 

u 

„ Natron 

3550 

0.8 ,. +0,1 „ 

+ 04 

99 

Wasser 

4250 

0.8 „ +0,1 „ 

99 

+ 0,1 

99 

milchsaures Kali 

3300 

0.8 „ +0,1 „ 

99 

+ 0,1 

99 

„ Natron 

2300 

0.8 ccm + 0,1 ccm 

ameisensaures Kali 

+ 04 

ccm Wasser 

8 

03 „ + 0,1 „ 

„ Natron 

+ 0,1 


99 

3 

03 „ +04 „ 

essigsaures Kali 

+ 0,1 

99 

99 

250 

0.8 „ + 0,1 n 

„ Natron 

+ 0,1 

99 

99 

4 

03 „ +0,1 „ 

milchsaures Kali 

+ 0,1 

99 


17 

03 ., + 0,1 ,, 

„ Natron 

+ 0,1 

99 

99 

15 

0.8 ccm + 0,1 ccm 

Ozalsaure 

+ 0,1 


Wasser 

1000 

03 „ + 0,1 „ 

Salzsaure 

+ 0,1 


99 

2700 


Ans diesen beiden Tabellen ergibt sich: 

1) daB der Zusatz des ameisensauren, des essigsauren und 
des milchsauren Kalis resp. Natrons zu den LOsungen der ent- 
sprechenden Sfiuren eine, wenn anch nur geringe, offenbar 
mit der Herabsetzung der elektrolytischen Dissoziation zu- 
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sammenh&ngende Verminderung der Wirkung dieser Sauren 
auf die Sera bewirkt; 

2) daB die genannten Salze (and zwar auch das Kalium- 
acetat, welches sich in anderen Fallen ahnlich wie das Natrium- 
acetat verhielt), allein zugesetzt, das bakterizide Vermbgen des 
Serums etwas zu erhdben scheinen, dafi aber diese ErhOhung, 
wenn sie wirklich eintritt, eine vorflbergehende ist und von 
einer Herabsetzung der bakteriziden Wirkung des Serums ge- 
folgt wird. Dies geht aus der Tabelle V deutlich hervor, aus 
welcher wir ersehen kdnnen, daB in den Seris mit Zusatz von 
Salzen die Entwicklung zwar spater als in den saurehaltigen 
Seris, aber viel frtlher als im normalen Serum beginnt. 

Da die alkalischen Salze der organischen Sauren die Eigen- 
schaft besitzen, sich zu hydrolysieren, liegt die Annahme nahe, 
daB die soeben erwahnte Erscheinung mit der Konzentration 
des OH 1 in den diese Salze enthaltenden Seris zusammenhangt 
und daB infolgedessen eine ahnliche aber intensivere Er¬ 
scheinung bei den echten Alkalien eintritt. Zu diesem 
Zwecke fflhrte ich wiederholte Versuche mit Aetzkali und 
auch mit Ammoniak aus, welches letztere ein haufig vor- 
kommendes Produkt des Bakterienmetabolismus ist und stellte 
einen Vergleich zwischen der Wirkung dieser KOrper mit der- 
jenigen der Sauren, unter Anwendung derselben Konzentration 
und eines und desselben Serums an. 

Diese Untersuchungen haben gezeigt, daB tatsachlich auch 
die Basen imstande sind, das bakterizide Vermdgen der Sera 
abzuschwachen, jedoch nicht in demselben MaBe wie die Sauren 
(wie aus dem in Tabelle VII dargestellten Beispiel deutlich 

Tabelle VII. 


Die Sauren und die BaBen wurden in n/ 10 -Losung angewendet. 


Eselserum 

Zugesetzte Losung 


0,8 ccm + 0,2 ccm VVasser 

0,8 „ +0,05 „ NH, VgflAa 

0,8 „ +0,1 „ „ 

0,8 „ +0,2 „ „ 

0,8 „ +0,05 „ KOH 

°,8 „ +o,i „ „ mil 

0,8 „ +0,2 „ „ 

0.8 „ -f 0,05 „ Milchsaure g -g % S u 

0,8 „ +0,1 „ „ 2 s § | 

0,8 „ +0,2 „ „ 

sparliche Entwicklung nach 7 Tagen 

^ i> 

Spuren von „ „ 4 „ 

4 

» ^ >> 
sparliche „ „ 7 „ 

Spuren von „ „ 3 „ 

ganz sparliche „ „ 48 Std. 

ziemlicnreichliche „ „ 18 „ 

reichliche ,, ,, 18 „ 

ziemlichreichliche „ „ 18 „ 
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hervorgeht). Dagegen konnte ich keinen konstanten noch 
deutlichen Unterschied zwischen dem KOH und dem NH 8 
nachweisen. Nur in einzelnen Fallen, so z. B. bei dem in 
Tabelle VII dargelegten Versucb, entfaltete das KOH eine 
stftrkere Wirkung als das NH S . 

Eine weitere Frage, mit welcher sich ttbrigens bereits 
Lingelsheim, wenn auch nicht eingehend befafit hat, und 
welche verdient, untersucht zu werden, war die, ob es mOg- 
lich sei, die Wirkung der Sauren auf die Sera durch den Zu- 
satz geeigneter Mengen von Alkalien zu unterdriicken. Die 
soeben erwahnte .Beobachtung bezflglich des Einflusses al- 
kalischer Salze organiscber Sauren auf diese Sauren, geniigte 
zwar, indem sie den EinfluB der Konzentration der H’ auf 
die aktiven Sera zeigte, schon, um annehmen zu dflrfen, daft 
die Neutralisierung der angesauerten Sera das bakterizide 
Vermogen dieser wieder herstelle; es fehlte aber noch der 
Nachweis davon, wie weit diese Wiederherstellung eintritt. 

Zu diesem Zwecke fQhrte ich folgende Versuche aus. Ich 
bereitete eine Reihe von GlasrOhrchen mit je 0,8 ccm frischen 
Serums und Zusatz von 0,1 ccm n/ 10 -Milchsaure, und eine 
weitere Reihe von ROhrchen mit derselben Serummenge 
+ 0,1 ccm Wasser. Dann setzte ich mit verschiedenen Zeit- 
abstanden einem Rdhrchen der ersten Reihe 0.1 ccm von 
n/ 10 -KOH und einem Rdhrchen der zweiten Reihe 0,1 ccm 
Wasser zu und sate in die beiden Rdhrchen eine und dieselbe 
Menge (1 Normaldse) einer wasserigen Aufschwemmung von 
alten Sporen. Da ich nicht bei alien Versuchen dieselbe Auf¬ 
schwemmung benutzen konnte, weil die Versuche zu lange 
dauerten, stellte ich jedesmal eine frische Aufschwemmung 
einer und derselben Kultur her und sorgte dafflr, mdglichst 
immer die gleiche Konzentration der Emulsion zu erhalten. 

In Tabelle VIII habe ich einige dieser Versuche dar- 
gestellt, welche ich hauptsachlich mit Kaninchenserum aus- 
fflhrte. Aus denselben geht hervor, dad die durch die Milch- 
saure — und dasselbe gilt fflr die Salzsaure — bewirkte 
Modifizierung der Sera durch die Neutralisierung mit KOH 
nicht ganz kompensiert resp. unterdriickt werden kann. Wenn 
man die Unregelmafiigkeiten, welche die Resultate hier und 
da aufweisen, und die Fehler in Betracht zieht, welche bei 
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Digitized by 


Tabelle VIII. 

24 Stunden altes Kaninchenserum. Bei den Versuchen No. 1— 4 
geschah die Infektion 45 Minuten nach der Neutralisierung der mit 10 Proz. 
von n/ l0 -Milchsaure angesauerten Sera durch n/ l0 -NOH; bei den Versuchen 
a—f wurden die Sera hingegen 30 Minuten nach der Neutralisierung in- 
fiziert. 



Neutralisierung mit 
KOH nach 

Entwicklung 

Nach 

Probe No. 1 

45 Minuten 

sparlich 

3 Tagen 

Kontrolle zu No. 1 

— 


4 

~ yy 

Probe No. 2 

5 Stunden 

ziemlich stark 

63 Stunden 

Kontrolle zu No. 2 

— 

sparlich . 

3 Tagen 

Probe No. 3 

24 Stunden 


63 Stunden 

Kontrolle zu No. 3 

— 


24 „ 

Probe No. 4 

48 Stunden 

sehr sparlich 

3 Tagen 

Kontrolle zu No. 4 

— 

sparlicn 

24 Stunden 

Probe a 

30 Minuten 

sehr reichlich 

4 Tagen 

Kontrolle zu a 

— 

ziemlich reichlich 

5 „ 

Probe b 

7 Stunden 

sparlich 

5 „ 

Kontrolle zu b 

— 

)« 

4 „ 

Probe c 

24 Stunden 

sehr sparlich 

24 Stunden 

Kontrolle zu c 

— 

yy yy 

48 „ 

Probe d 

48 Stunden 

reichlich 

48 „ 

Kontrolle zu d 

— 

sparlich 

48 

Probe e 

77 Stunden 

reichlich 

24 

Kontrolle zu e 

— 

sparlich 

24 „ 

Probe f 

96 Stunden 


18 „ 

Kontrolle zu f 

— 


18 


Anmerkung: Beide Sera zeigten, selbst frisch, anges&uert und 
dann in derselben Weise infiziert, wie die verschiedenen Proben der Tabelle, 
bereits nach 18 Stunden eine sehr reichliche Entwicklung. 


der Anwendung von selbst mit der grdBten Sorgfalt her- 
gestellten titrierten LSsungen leicht vorkommen kdnnen, so 
muB man meiner Ansicht nach zngeben, daB man aus diesen 
Versuchen nur die flbrigens wichtige SchluBfolgerung ziehen 
kann, daB Sera, welche selbst wfihrend mehreren Stunden der 
Wirkung der S&uren ausgesetzt wurden, infolge der Neu¬ 
tralisierung der SSure mit einer Basis ihr bakterizides Ver- 
mogen, wenigstens zum Teil, wieder annehmen. 


IV. 

Zur Untersuchung der Wirkung der SSuren und Basen 
habe ich auch andere Keimarten, d. h. den Choleravibrio und 
den Typhusbacillus benutzt. 
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Tabelle IX. 


0,8 ccm Eselserum. Alle Proben werden durch Zusatz von Wasser 

auf 1 ccm gebracht. Die Reagentien werden in n/, 0 -Lo8iing angewendet. 


Milzbrandsporen 


Choleravibrionen 

Entwicklung 


Typhusbacillen 


{ sparlich 
mittelmiiBig 


Serum 

„ + 0,05 ccm NH 8 

W "I" 0,1 , 9 99 

7 J + 0,2 99 „ 

„ +0,05 „ KOH 

n + 0,1 „ „ 

n + 0,2 99 99 

" +0,05 „ Milchsaurej! 


| sparlich 
ijsehr reichl. 

| spurenweise 
| reichlich 
/spurenweise 
reichlich 
sparlich 
mittelmaBig 
/[spurenweise 
( raittelimifiig 


sehr spiirlich 
mittelmafiig 


n + 0,1 9, 
n + 0,2 „ 


sehr reichl. 
reichlich 
sehr reichl. 


7 Tag. 
9 „ 

4 „ 

8 „ 

4 „ 

8 „ 

4 

yy ’ yy 
» 8 „ 

» 7 
„ 9 

yy 8 

„ 4 

*i 2 „ 

» 4 „ 

„ 18 Std. 
,, 4 Tag. 
„ 18 Std. 

4 Tag. 
„ 18 Std. 
„ 4 Tag. 


yy 

yy 

yy 

yy 


I 

spurenweise 

sehr reichl. 

spurenweise 

sehr reichl. 

spurenweise 

sehr reichl. 

mittelmaSig 

i sehr reichl. 

spurenweise 

sehr reichl. 

sparlich 

sehr reichl. 

spiirlich 

sehr reichl. 

sparlich 

reichlich 

spurenweise 

reichlich 

sehr sparlich 


n. 3 Tag. 

4 „ 

, 2 „ 

. 4 „ 
,40 Std. 
, 4 Tag. 

, 1 „ 

, 4 „ 

. 2 „ 

y 4 „ 

, 2 „ 

, 4 „ 

, 18 Std. 
, 4 Tag. 
, 4 „ 

, 8 ,, 

i 9 „ 

. 8 „ 

,, 40 Std. 
, 8 Tag. 


spiirlich n. 

yy yy 

sehr sparlich „ 
reichlich „ 

spurenweise „ 
reichlich „ 

mittelmiiBig ,. 
reichlich „ 

sehr sparlich „ 
mittelmafiig „ 
sparlich „ 

mittelmiiBig „ 

lceine ,, 

mittelmafiig „ 
reichlich „ 

mittelmiiBig „ 
sehr reichl. „ 
mittelmaSig „ 
sehr reichl. ,, 


18 Std. 
4 Tag. 
18 Std. 
4 Tag. 
18 Std. 
4 Tag. 
40 Std. 
4 Tag. 
18 Std. 
4 Tag. 
40 Std. 
4 Tag. 
9 „ 

18 Std. 
4 Tag 

18 Std. 
4 Tag. 
18 Std. 
4 Tag. 


Tabelle X. 

0,8 ccm frisches Kaninchenserum. Alle Proben werden durch Zusatz 
von Wasser auf 1 ccm gebracht. Die Reagentien werden in n/ 10 -Losung 
benutzt. 



Choleravibrionen 

Typhusbacillen 


Entwicklung 

Serum 

„ + 0,1 ccm NH, 

nach 9 Tag. keine 
„ 4 „ reichl. 

nach 18 Std. mikrosk. Spuren 
„ 24 „ mitteimiiSige 

„ + 0,2 „ „ 

„ 40 Std. „ 

1 o 

yy - 10 yy *y 

n + 0,1 „ KOH 

i» + 0,2 „ „ 

„ 9 Tag. keine 

„ 9Tagen keine 

„ 4 „ reichl. 

Q 

yy v yy yy 

„ + 0,1 „ Milchsaure 

„ 9 „ keine 

„ 18 Std. sehr reichliche 

V + 0,2 „ 

Q 

yy ° »y yy 

„ 18 „ reichliche 


Ich habe zwei Beispiele dieser Experimente in den 
Tabellen IX und X dargestellt. Die interessanteste Be- 
obachtung, die ich bei diesen Versuchen machte, war die, 
daB das Ammoniak, das Aetzkali und die MilchsSure die 
bakteriziden Sera, ebenso wie gegen die Milzbrandbacillen, 

ZeiUchr. f. lmmuniUtsforechong. Or1(. Bd. XIII. 2 
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auch gegen die Choleravibrionen und Typhusbacillen inakti- 
vieren, daB aber die drei Reagentien in gleicher Konzentration 
bei einem und demselben Serum nicht dieselbe inaktivierende 
Wirkung ausfiben, und daB ebenfalls diese gegenBber den 
drei Keimarten eine verschiedene ist. Die Milchs&ure, welche 
den besten Inaktivator — sowohl des Kaninchen- wie des 
Eselserums — gegenBber dem Milzbrandbacillus und dem 
Typhusbacillus darstellt, inaktiviert die genannten Sera in 
viel geringerem Grade gegenBber dem Choleravibrio, fflr 
welchen hingegen die Alkalien, und namentlich das Ammoniak, 
ein ausgezeichnetes Inaktivierungsmittel darstellen. Hierbei 
ist das Resultat zwei verschiedener Erscbeinungen zu unter- 
scheiden, nfimlich einerseits der Wirkung jeder Substanzen 
auf das sogenannte bakterizide Vermdgen der Sera, und 
andererseits des Einflusses einer stftrkeren Konzentration der 
im Serum enthaltenen S&uren oder Alkalien auf die Lebens- 
funktionen der verschiedenen Bakterien. 

Einen sicberen Beweis dafflr stellt beispielsweise das 
Verhalten des Choleravibrios dar, der imstande ist, sich in 
Substraten zu entwickeln, die eine derartige Menge Alkali 
enthalten, wie sie von vielen anderen Keimen schwerlich ver- 
tragen wird, w&hrend er BuBerst empfindlich gegen die Sfiuren 
ist, und welcher hier gerade im Ammoniak und im Aetzkali 
Inaktivatoren der Sera findet, die der Milchs&ure sehr flber- 
legen sind. 

V. 

Die zahlreichen Beobachtungen fiber die Wirkung der 
Sfiuren und Basen auf die h&molytischen Sera, welche be- 
sonders w&hrend der letzten Jahre gesammelt wurden, ver- 
anlafiten mich zur Untersuchung, ob auch im Falle der bak- 
teriziden Sera diese Wirkung auf das Komplement und auf 
die spezifischen Ambozeptoren ausgeflbt wird. 

Die ersten Versuche in dieser Richtung fflhrte ich mit 
Eselserum, Milzbrandbacillen und -sporen aus. Bei demselben 
untersuchte ich zuerst, ob der Zusatz von Kaninchenfibrin- 
extrakt — welcher erwarmtes Serum reaktiviert — imstande 
war, das bakterizide Vermogen der Gemische von Serum und 
Sauren oder von Serum und Basen wieder herzustellen. Diese 
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Versuche sind mir mit den Milzbrandbacillen besser als mit 
den Sporen, und mit den S&uren (AmeisensSure) besser als 
mit den Basen gelungen nnd haben gezeigt, daB tats&chlich 
der Zusatz einer geringen Menge eines w&sserigen Fibrin- 
extraktes zu den Mischungen yon Seram und S&uren eine, 
zuweilen bedeutende Verzogerung der Entwicklung der in 
jene Gemische ges&ten Bacillen bewirkte. 

Ich entschloB mich jedoch sehr bald dazu, zu diesen 
Untersuchungen den Choleravibrio zu benutzen, mit welchem 
man die bakterizide Wirkung viel genauer bestimmen kann, 
dank der besonderen morphologischen Ver&nderungen, die 
dieser Keim w&hrend der Bakteriolyse erf&hrt und welche in 
vitro und in vivo zu untersuchen ich mir vornahm, in 
vivo besonders um den EinfluB zu ermitteln, den die S&uren 
und Basen auf die Sensibilisierung der Bakterien austiben. 
Diesen zweiten Teil meines Planes muBte ich jedoch aus 
Grfinden, die ich kurz anftlhren werde, recht bald verlassen. 

Um recht deutliche Resultate zu erzielen, benutzte ich 
von den gegen Choleravibrio immunisierten Kaninchen ge- 
lieferte Sera, deren bakteriolytischer Titer zwischen 0,0005 
und 0,001 schwankte. Um zu untersuchen, wie die Sensi¬ 
bilisierung in Gegen wart von S&uren oder Alkalien — zu 
diesern Zwecke benutzte ich Milchs&ure und Ammoniak — 
vor sich ging, wendete ich das Serum zuerst stark verdfinnt 
an, muBte mich aber flberzeugen, daB man aus der Tatsache, 
daB das Pfeiffersche Ph&nomen sowohl bei den mit reinem 
Serum behandelten Vibrionen, wie bei denen vollst&ndig ein- 
trat, die mit Serum + 20 Proz. der Vio n-S&urelosung oder 
der Basis behandelt wurden, keineswegs schlieBen kann, daB 
die betreffende S&ure resp. Basis keinen EinfluB auf die 
Sensibilisierung ausiiben. Die sehr verdiinnten Serumlosungen 
mit Zusatz jener Mengen von Reagentien, und besonders 
von Milchs&ure, sind n&mlich schon an und fflr sich, unab- 
h&ngig von irgendwelcher spezifischer Wirkung, sch&dlich 
fOr die Vibrionen, so daB die Pfeiffersche Probe, indem 
sie mit Bakterien ausgeftihrt wurde, deren Lebensf&higkeit 
bereits, je nach der Behandlung, der sie unterzogen wurden, 
verschieden modifiziert wurde, in unserem Falle den grbBten 
Teil ihrer Bedeutung einbtiBte. 

2 * 
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Ich verdflnnte deshalb das bakteriolytische Serum nicht 
mit physiologischer KochsalzISsung, sonderu mit einem anderen 
normalen, ebeufalls inaktivierten Serum; alle normalen Sera, 
fiber die wir gewdhulicb verffigen kfinnen, enthalten aber eine 
gewisse Menge von Ambozeptoren fflr den Choleravibrio. Die 
Folge dieser Sacblage war, daB die Pfeiffersche Probe auch 
bei den Vibrionen positiv ausfiel, die ich zu Kontrollzwecken, 
mit reinem normalen Serum, mit oder ohne Zusatz von Sfiure 
Oder Basis emulgiert hatte. 

Es blieb mir nur noch ein Weg fibrig: wenig verdflnnte 
Lfisungen von bakteriolytischem Serum anzuwenden. Ich be- 
nutzte deshalb 0,1—0,3 ccm Serum — welche durch Zusatz 
von physiologischer Kochsalzlosung auf 1 ccm gebracht wurden 
— ffir jede Oese der Choleravibrionenagarkultur. Unter diesen 
Verhfiltnissen erhielt ich nach 1 Stunde bei 37° C mit den 
gut gewaschenen Vibrionen das Pfeiffer sche Phfinomen so- 
wohl in An- wie in Abwesenheit von Milchsfiure und Am- 
moniak. 

Auch dieses Resultat schien mir jedoch nicht einwands- 
frei. In der Tat, angenommen, daB 1 ccm der Flfissigkeit 
auch nur 0,01 bakteriolytischen Serums, 0,2 ccm Milchsfiure 
Oder Ammoniak (7io*n) und 1 Oese Choleravibrionen enthfilt; 
wenn wir nach erfolgter Sensibilisierung zentrifugieren und 
sorffiltig den flflssigen Teil entfernen, wird auf dem Boden 
des Rohrchens die Masse der Vibrionen zuruckbleiben, be- 
feuchtet mit einer gewissen Menge, z. B. 0,1 ccm der Serum- 
verdfinnung. Wenn wir nun, zwecks Waschung, z. B. 4,9 ccm 
physiologischer Kochsalzlosung zusetzen, erhalten wir eine 
Verdfinnung des Serums = 1:500 und eine L5sung von Milch¬ 
sfiure resp. Ammoniak = V*6oo* n > 80 daB infolge dieser ersten 
Waschung die Wirkung der Sfiure beseitigt wird, wfihrend 
diejenige des Serums nicht unterdrfickt wird und somit das 
Serum, wenn dies nicht bereits geschehen, die Vibrionen 
wfihrend der Zwischenzeit vor der ersten zur zweiten Waschung 
wenigstens zum Teil sensibilisieren kann. 

Um diesen Uebelstand zu beseitigen, ftihrte ich die erste 
und zweite Waschung mit einer physiologischen Kochsalz¬ 
losung aus, welcher ich eine solche Menge Milchsfiure resp. 
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Ammoniak zusetzte, daB der L5sung annShernd dieselbe 
Aziditflt resp. Alkaleszenz, wie diejenige der ursprlinglichen 
Mischung: Serum + S&ure resp. Serum + Ammoniak, ver- 
liehen wurde. Hierdurch entstand aber ein neuer Uebelstand, 
indem die Waschung mit solchen LOsungen die Vibrionen 
stark veranderte und somit meine Versuche wertlos gestaltete. 

Es ist nicht unwahrscheinlich, daB man durch Anwendung 
von an Ambozeptoren verhaltnismaBig armen Seris manche 
Schwierigkeiten beseitigen kann, ich habe es aber, unter der 
Vermutung, daB neue Fehlerquellen in anderer Richtung 
entstehen wflrden, vorgezogen, ohne weiteres zu Versuchen 
in vitro meine Zuflucht zu nehmen, welche sich in meinem 
Fall zu einer jedenfalls exakteren Kontrolle zu eignen schienen. 

Ich will nur einen dieser Versuche ausfQhrlich beschreiben, 
um so mebr, als dadurch auch alle flbrigen kurz zusammen- 
gefaBt werden. 

Ich benutzte das wahrend 1 Stunde auf 60° C erwarmte und auf 
1 :10 verdunnte Serum eines gegen den Choleravibrio immunisierten 
Kaninchens. Den Sensibilisierungsversuch stellte ich mit Serum und mit 
Serum + Ammoniak an, nahm von einem Experiment mit Milchsaure 
vorlaufig Abstand. Die sorgfaltig mit physiologischer Kochsalzlosung auf- 
geschwemmten Vibrionen wurden im Verhaltnis von 1 Normalose der 
Kultur auf 1 ccm der Serumverdiinnung in die Serumproben gebracht; 
die Gemische wurden 3 Stunden im Dunkeln bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen, dann rasch zentrifugiert und 4mal mit physiologischer Kochsalz¬ 
losung gewaschen. Um die Waschung zu erleichtern, wurden einige 
Gran a ten in die Zentrifugenglasrohrchen getan, durch welche die Vibrionen 
griindlich geschiittelt und die Klurapen, zu welchen die Keime sich agglu- 
tiniert hatten, getrennt werden konnten. 

Zur Kontrolle wurde eine Aufschwemmung von Vibrionen hergestellt, 
welcher im Augenblick, wo die Zentrifugation der iibrigen 
Gemische beginnen sollte, in demselben Verhiiltnisse wie bei diesen, 
eine Mischung von Serum und Ammoniak beigemengt wurde. Auch dieses 
Gemisch wurde zu gleicher Zeit mit den iibrigen zentrifugiert, ebenso wie 
auch hier die Vibrionen gewaschen wurden. Diese befanden sich somit 
unter denselben Verhaltnissen wie die wahrend 3 Stunden mit Serum -f 
Ammoniak behandelten, vorausgesetzt, dafi das Ammoniak die Sensibili- 
sierung hintangehalten hatte. 

Dieser Kontrollvereuch hatte somit den Zweck, festzustellen, ob die 
kurze Dauer der Waschung zur mehr oder minder vollstiindigen Sensibiii- 
sierung der Keime durch das machtig verdunnte Serum, selbst bei Zusatz 
von Ammoniak geniigen konnte. 
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Alle RShrchen wurden zum ersten Mai mit 10 und nachher mit 
7—8 ccm physiologischer Kochsalzlosung gewaschen; jedea Rohrchen ent- 
hielt 3 Normalosen von Cholerakultur. 

Nach vollendeter Waschung wurde das Sediment jedee Rohrchens in 
einer gleichen Menge physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt und 
dann in kleine Rohrchen mit verechiedenen Mengen reinen fnschen Meer- 
schweinchenserums oder denselben + Milchsaure oder + Ammoniak gesat. 
Die Gemische wurden durch Zusatz von physiologischer Kochsalzlosung 
auf das gleiche Volumen gebracht und in den Thermos taten gestellt. Nach 
1 und nach 12 Stunden wurde im hangenden Tropfen und durch gefiirbte 
Praparate mikroskopisch untersucht; zuweilen wurden auch kulturelle 
Untersuchungen ausgefuhrt. 

Um die Wirkung des normalen Meerschweinchenserums zu kontrollieren, 
welches auch einen gewissen Grad von bakteriolytischem Vermogen besitzt, 
wurden verschiedene Mengen dieses Serums mit einer kleinen Menge einer 
wii88erigen Aufschwemmung von Vibrionen besat, so dafi mehr oder minder 
derselbe Reichtum an Vibrionen hergestellt wurde wie in den Gemischen 
von sensibilisierten Vibrionen. 

Die Resulsate habe ich in den Tabellen XI und XII zusammengestellt 
(siche p. 23 und 24). 

Wenn wir die in Tabelle XI unter No. 1 und 2 darge- 
stellten Resultate mit denen von Tabelle XII vergleichen, so 
sehen wir, dafi Vibrionen, welche derart sensibilisiert sind, 
daB sie durch gewisse Dosen frischen Meerschweinchenserums 
leicht getotet werden konnen, in diesem Serum leben und 
sich vermehren konnen, wenn demselben geeignete Mengen 
Ammoniak oder Milchsaure zugesetzt wurde, woraus zu 
schlieBen ist — jedoch, wie wir weiter unten sehen werden, 
nicht mit Sicherheit — daB die Wirkung dieser Stoffe sich 
direkt auf das Komplement ausiibt. 

Wir sehen ferner, daB das Ammoniak eine starkere Wir¬ 
kung entfaltet als die Milchsaure, indem im ersten Fall nicht 
nur das Pfeiffer sche Phanomen fehlt, sondern eine lebhafte 
Vermehrung der Keime stattfinden kann. Es steht jedoch 
auBer Zweifel, daB dieser Unterschied zwischen dem Ammoniak 
und der Milchsaure auf eine direkte Wirkung dieser K6rper 
nicht nur auf die bakteriziden Stoffe der Sera, sondern auch 
auf die Funktionen des Bakterienprotoplasmas zuruckzuflihren 
ist, da der Choleravibrio — es sei dies hier wiederholt — in 
Gegenwart ziemlich grofier Mengen freier Alkalien zwar vege- 
tiert, dagegen auBerst empfindlich gegen die Sauren ist. Da- 
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Tabelle XI. 



Meerschw.- 

Serum 

ccm 

Resultate nach 

1 Stunde 

Besultate nach 

12 Stunden 

1) Wasserige Vibri- 
onenaufschwem- 

0,4 

Sehr zahlreiche Gra- 

Wenige Granula; 

nula; zahlr. normale 

sehr zahlreiche nor- 

mung 


Vibrionen 

male Vibrionen 

d g i. 

0,1 

Zahlreiche Granula ; 
zahlreiche normale Vi¬ 
brionen 

dgl. 

n 

0,05 

Mehrere Granula; sehr 
zahlreiche normale Vi¬ 
brionen 

Zahlreiche Granula; 
zahlreiche normale 
Vibrionen 

n 

0,025 

Aeufleret selten Granu¬ 
la ; sehr zahlreiche nor- 
male Vibrionen 

Zahlreiche Granula; 
mehrere normale 
Vibrionen 

11 

0,05*) 

Vibrionen intakt 

— 

2) Mit bakteriolyti- 
schem Ser. behan- 
delte Vibrionen 

0,4 

Sehr zahlreiche Granu¬ 
la ; einzelne normale 
Vibrionen 

Granula 

dgl. 

0,1 

dgi. 

dgl. 

11 

0,05 

11 

11 

97 

0,025 

11 

11 

99 

0,05') 

Vibrionen intakt 


3) Mit bakteriolyti- 
echera Serum + 
Ammoniak behan- 
delte Vibrionen 

0,4 

Granula 

Granula und einige 
normale Vibrionen 

dgL 

0,1 

Granula und einige 
normale Vibrionen 

Granula und zahl¬ 
reiche normale Vi¬ 
brionen 

99 

0,05 

Granula und zahlreiche 
normale Vibrionen 

dgl. 

99 

0,025 

dgl. 

Granula und sehr 
zahlreiche normale 
Vibrionen 

99 

0,05 l ) 

Vibrionen intakt 

— 

4) Die Vibrion. wur- 
den im Augenblick 
der Waschung mit 
bakteriolvtiscnem 
Serum + Ammoni¬ 
ak gemischt 

0,4 

Sehr zahlreiche Granu¬ 
la; einige normale Vi¬ 
brionen 

1 

Granula 

dgL 

0,1 

dgl. dgl. 

91 

0,05 

Sehr zahlreiche Granu¬ 
la; mehrere normale 
Vibrionen | 

11 

91 

0,025 

dgl. 

Granula u. mehrere 
normale Vibrionen 

91 

0,05 x ) 

Vibrionen intakt 

— 


1) Wahrend 1 Stunde auf 55° C erwarmtes Meerschweinchenserum. 
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Tabelle XII. 

Die Vibrionen waren wahrend 3 Stunden bei Zimmertemperatur mit 
durch die Warme inaktiviertes bakteriolytisches Serum behandelt 1 ). 


Meerschw.- 

Serum 

ccm 

Dem Serum zuge- 
setzte Substanz 

Resultate nach 

1 Stunde 

Besultate nach 

12 Stunden 

1) 0,4 

0,05 ccm einer n/. 0 - 
Losung von NHj 

Sehr zahlreiche Granu- 
la; mehrere normale 
Vibrionen 

Keine Granula; die 
Vibrionen haben 
sich augenschein- 
lich vermehrt 

0,1 

dgl. 

AeuSerst selt. Granula 

dgl. 

0,05 


Keine Granula. Vibri¬ 
onen intakt 


0,025 

” 

dgl. 


2)0,4 

0,1 ccm einer n/. 0 - 
Ldsung von NH, 

VVenige Granula; sehr 
zahlreiche normale Vi¬ 
brionen 

JT 

0,1 

dgl. 

Keine Granula. Vibri¬ 
onen intakt 

i7 

0,05 


dgl. 


0,024 




3)0,4 

0.05 ccm einer n/ l0 - 
Los. v. Milchsaure 

Granula 

Granula 

0,1 

dgl. 

Mehrere Granula; sehr 
zahlreiche normale Vi¬ 
brionen 

Zahlreiche Vibrion. 

0,05 

yy 

Vibrionen intakt 

dgL 

0,025 

>» 

dgl. 

Sehr zahlreiche Vi¬ 
brionen 

4) 0,4 

0,1 ccm einer n/ 10 - 
Los. v. Milchsaure 

Granula 

Wenige Granula 

0,025 

dgl. 

Vibrionen intakt 

Sehr zahlreiche Vi¬ 
brionen 


Alle Gemische der Tabellen XI und XII wurden durch Zusatz 
von physiologischer Kochsalzlosung auf 0,5 ccm gebracht: das Ammoniak 
reap. die Milchsiiure wurde nach dem Zusatz der physiologischen NaCl- 
Losung zugesetzt. 

durch erklSrt sich auch die Tatsache, daB die sensibilisierten 
Vibrionen, wenn sie in Mischungen von Meerschweinchenserura 
und Milchs&ure getan werden, trotzdem sie der Bakteriolyse 
entgehen, jedoch ziemlich rasch sterben, besonders wenn das 
Meerschweinchenserum, welches aus verschiedenen Grflnden 


1) Siehe in Tabelle XI No. 2 die Besultate bei Abwesenheit von 
Ammoniak und von Milchsiiure. 
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den schadlichen EinfluB der S&uren hindert, in sehr sparlicher 
Menge vorhanden ist. So sterben bei einigen meiner Ver- 
suche die Vibrionen in Gemischen, die pro 1 ccm 0,025 ccm 
und zuweilen auch etwas mehr Meerschweinchenserum und 
0,1—0,2 ccm n/ 10 -Milchs£ure enthielten, im Laufe von 2 bis 
3 Tagen und nicht selten sogar frtiher. 

Wenn man nun die Tabelle XI durchsicbtigt, so sieht 
man ferner, daB die Anwesenheit einer gewissen Menge 
Ammoniak wirklich imstande ist, die Bindung der Ambozep- 
toren hintanzuhalten. Ein Vergleicb zwischen No. 2 und 3 in 
dieser Tabelle l&Bt in der Tat keinen Zweifel bestehen, sowohl 
wenn man die 1 Stnnde nach dem Zusatz des Komplementes 
erkennbaren, wie wenn man die Resultate beobachtet, die 
mehrere Stunden sp&ter zutage treten. 

Ein noch sicheres und exakteres Urteil wird man ge- 
winnen, wenn man das in Tabelle XI unter No. 4 angefflhrte 
Experiment in Betracbt ziebt, welches den Zweck hatte, zu 
zeigen, welche Wirkung die Waschung von vorher in einem 
Geraisch von Serum + Ammoniak liegenden Vibrionen haben 
kann, wenn diese Waschung notwendigerweise viel rascher und 
leichter die Wirkung des Ammoniaks als diejenige des 
Serums beseitigt. Wir sehen hier eben, daB die Vibrionen 
sich sowohl nach 1-stBndigem wie nach 12-stflndigem Kontakt 
mit dem Meerschweinchenserum anders verhalten, als die- 
jenigen, die keinerlei Behandlung unterzogen wurden (vgl. 
No. 1). 

Aber noch weiteres. Die durch Serum und Ammoniak 
sensibilisierten und dann in Meerschweinchenserum gebrachten 
Vibrionen erleiden nach 1 Stunde eine teilweise Bakteriolyse, 
auf welche eine schwache Vermehrung der ttberlebenden Vi¬ 
brionen folgt, wie man aus der nach 12 Stunden erkennbaren 
Znnahme der Zahl der normalen Vibrionen leicht konstatieren 
kann; die Vibrionen, welche w&hrend kurzer Zeit mit derselben 
Menge von Serum -f Ammoniak behandelt und dann sofort 
wiederholten Waschungen unterzogen wurden, zeigen hingegen 
bereits nach 1-stflndigem und namentlich nach 12-stflndigem Ver- 
weilen im Meerschweinchenserum eine viel ausgesprochenere 
Bakteriolyse als diejenige des vorigen Falles. 
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Die Erkl&rung dieser Tatsachen ist offenbar in folgenden 
Betracbtungen zu suchen: 

1. Wenn man eine soeben hergestellte Mischung von Vi- 
brionen, Serum und Ammoniak zentrifugiert und dann sofort das 
Sediment ausgiebigen Waschungen unterzieht, so geschieht es, 
dafi die Vibrionen w&hrend einer gewissen Zeit der allm&h- 
lich schwficher werdenden, jedoch wenigstens anfangs nicht zu 
vernachl&ssigenden spezifischen Wirkung des bakteriolytischen 
Serums ausgesetzt sind, w&hrend andererseits das Serum selbst 
keine Oder hochstens eine ganz geringe Modifizierung infolge 
der Wirkung des Ammoniaks erfahren kann, weil dieses im 
Gemisch nur ganz kurze Zeit in der ndtigen Konzentration 
vorhanden ist. Daraus ergibt sich die in Tabelle XI unter 
No. 4 angeftihrte Erscheinung, d. h. eine deutliche Sensibili- 
sierung der Vibrionen, welche jedoch natilrlich viel schw&cher 
als diejenige ist, die man durch die langer dauernde Ein- 
wirkung des Serums erzielt, wie es bei No. 2 geschieht. 

2. Wenn wir vernunftgem&B annehroen, dafi die lftngere 
Zeit fortgesetzte Behandlung der bakteriolytischen Sera mit 
einer passenden Menge Ammoniak nicht nur eine Aenderung 
der Reaktion (im Sinne einer Alkalisierung), sondern auch, 
wenigstens infolge der chemischen Phanomene, die sich 
zwischen den Proteinen und dem Alkali abspielten, tiefer 
gehende Modifizierungen der Sera bewirkt, so miissen wir 
daraus folgern, daB, wenn wir Vibrionen, die w&hrend mehreren 
Stunden in Beriihrung mit Serum -j- Ammoniak gewesen sind, 
zentrifugieren und wiederholt waschen, die Vibrionen der 
Wirkung von immer schw&cheren Losungen eines Serums aus¬ 
gesetzt sein werden, welches nicht mehr das einfache bakterio- 
lytische Serum ist. In demselben sind mehr oder minder aus- 
gesprochene Spuren der Behandlung mit Ammoniak, d. h. mit 
einem Korper zuriickgeblieben, welcher, wie schon aus einem 
einfachen Vergleich zwischen No. 2 und 3 hervorgeht, die 
Sensibilisierung der Vibrionen st6rt. Die Vibrionen sind also 
wahrend der Waschungen der Einwirkung von Lflsungen eines 
Serums ausgesetzt, welches nicht das einfache aktive Serum 
und auch nicht das durch die Anwesenheit des Ammoniaks 
inaktivierte Serum ist, sondern ein Zwischenstadium darstellt, 
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so daB, obwohl das Ammoniak, solange es in einer gewissen 
Konzentration vorhanden ist, imstande ist, die Sensibilisierung 
vollst&ndig zu hemmen, in diesem Fallejedoch das Pfeiffer sche 
Phanomen eintreten muB und auch tatsachlich eintritt, aber 
nur teilweise und weniger angesprochen eintritt, als unter den 
mehrmals erwahnten Verhaitnissen des Versuches No. 4. 

Auf diesem Wege erklart man, wie gesagt, alle verschie- 
denen bei meinen Versuchen beobachteten Erscheinungen, 
welche beweisen, daB die Anwesenheit von Ammoniak die 
Sensibilisierung der Vibrionen hemmt, und zwar ohne Zweifel 
in einem hbheren MaBe als man aus der Pfeiff erschen Re- 
aktion in vitro schlieBen wQrde, wenn diese nicht durch be- 
sondere Kontrollproben erganzt wird. 

VI. 

Aus den bisher berichteten Untersuchungen ergibt sich 
in deutlichster Weise die inaktivierende Wirkung, welche die 
Sauren und die Basen auf die bakteriziden Eigenschaften des 
Serums austiben und welche zuweilen durch die Toxizitat dieser 
Substanzen fflr verschiedene Keimarten verschleiert werden 
kann, wie wir bei den Sauren gegeniiber dem Choleravibrio 
und bei den Basen gegeniiber dem Typhusbacillus geschehen 
sehen, und wie auch schon aus den Versuchen Hegelers 
und Werbitzkis iiber die Fahigkeit des Natriumkarbonats, 
die Bakteriolyse zu befbrdern, hervorzugehen schien. 

Diese inaktivierende Wirkung der Sauren und Basen 
nimmt, innerhalb gewisser Grenzen, in dem MaBe zu, wie die 
Konzentration dieser Reagentien zunimmt, und erreicht, wie 
wir sahen, gewOhnlich ihren HOhepunt, wenn das Serum eine 
schwach saure Reaktion erreicht, was bei den von mir ange- 
wendeten Seris und Substanzen mit einer Konzentration von 
n/ 50 erreicht wird. Bemerkenswert ist nun, nicht nur daB die 
wenigen vor den meinigen ausgefOhrten Versuche beziiglich 
dieser Konzentration zu ahnlichen Resultaten gefilhrt haben wie 
die meinigen, sondern auch daB, beztiglich des Verhaltens in 
Gegenwart von Sauren und von Alkalien, im Gegensatz zu 
der Behauptung Pirennes, kein wesentlicher Unterschied 
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zwischen dem bakteriziden Vermogen gegenflber dem Milz- 
brandbacillus und demjenigen gegenflber dem Typhusbacillus 
und dem Choleravibrio, d. h. zwischen zwei Formen von 
Tatigkeit der Sera zu beobachten ist, welche, in manchen 
anderen Beziehungen, ziemliche Unterschiede aufweisen. 

Wenn man flbrigens den allgemeinen Verlauf der Er- 
scheinung betrachtet, so kann man wohl behaupten, daB, be- 
zflglich des Verhaltens gegenflber der Behandlung mit Sauren 
und mit Basen, auch zwischen bakteriziden Seris und h&mo¬ 
lytischen Seris eine grofie Aehnlichkeit besteht. Der von mir 
am eingehendsten untersuchte Fall des Anticholeraserums hat 
gezeigt, daB die Anwesenheit einer Basis imstande ist, die 
Fixierung der Ambozeptoren an die Choleravibrionen zu 
hemmen, gerade so wie sie bei den jflngsten Versuchen von 
Ron don i die Bindung der h&molytischen Ambozeptoren mit 
den roten Blutkorperchen hemmte. 

Es w&re ohne Zweifel interessant, zu untersuchen, ob 
weitere Analogien zwischen den h&molytischen und den bakteri¬ 
ziden Seris nachweisbar sind, besonders nachdem sich das 
Komplement dieser letzteren, wenigstens in dem von Braun 1 ) 
untersuchten Fall, als in derselben Weise zusammengesetzt 
wie das h&molytische Serum erwiesen hat. 

Andererseits w&re es wtinschenswert, daB festgestellt 
wflrde, ob die Ansfiuerung und die Alkalisierung der bakteri¬ 
ziden Sera eine Paralysierung der Komplemente zur Folge 
hat, oder ob die Wirkung, die auf diese ausgeflbt zu werden 
scheint, nicht in Wirklichkeit nur auf die Ambozeptoren aus¬ 
geflbt wird. Wir haben z. B. gesagt, daB durch Anticholera- 
serum sensibilisierte Vibrionen, wenn sie in Meerschweinchen- 
serum mit Zusatz von etwas Ammoniak oder Milchsaure ge- 
bracht werden, keine Bakteriolyse erleiden. Es handelt sich 
nun urn die Frage, ob diese Erscheinung auf der ausgebliebenen 
Bindung der Komplemente mit den Ambozeptoren, oder auf 
irgendwelcher sonstigen Modifizierung der Komplemente selbst, 
oder auf einer Loslbsung der Ambozeptoren von den bereits 
sensibilisierten Vibrionen durch die betreffende Saure oder 


]) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 9, 1911, p. 665. 
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Basis beruht, Oder anf beide dieser Phanomene zurfickzuffihren 
ist. Auch die Beobachtungen, welche in dieser Richtung fiber 
die hfimolytischen Sera gesammelt wurden, kOnnen in dieser 
Hinsicht nicht als endgfiltig betrachtet werden, obwohl eine 
gewisse direkte Einwirkung auf die Komplemente nicht mehr 
in Abrede gestellt werden zu kOnnen scheint. 

Eine weitere interessante Frage ist die, ob ein Unter- 
schied zwischen der Wirkung von verschiedenen Sauren und 
Basen besteht. Dieser Unterschied scheint nicht sehr groB 
sein zu kOnnen, weil bei den Versuchen, fiber die ich hier 
berichtet habe, keine deutliche Differenz zum Vorschein ge- 
kommen ist. Es wfirde sich jedoch lohnen, eingehendere Unter- 
suchungen in dieser Richtung auszuffihren, nachdem z. B. 
Liefmann und Cohn 1 2 ) nachgewiesen haben, dafi Salzsaure 
und Phosphorsfiure einerseits und Natriumhydrat und Natrium- 
karbonat andererseits auf den Bruchteil: Globulin und den 
Bruchteil: Albumin des hfimolytischen Komplements eine 
durchaus verschiedene Wirkung ausfiben. 

Wie dem auch sei, die bisher gesammelten und in gegen- 
wfirtiger Arbeit beschriebenen Beobachtungen zeigen, von 
welcher Bedeutung fflr das Angehen und den Verlauf einer 
Infektion, die mehr oder minder ausgesprochene Fahigkeit 
der Bakterien, die sfifteinaktivierenden Substanzen vom Typus 
der Sauren*) und der Basen zu erzeugen — welche doch 
hfiufig vorkommende Produkte des Bakterienmetabolismus sind 
— oder die plfitzliche Bildung dieser Substanzen im Inneren 
der Gewebe infolge anderer Ursachen, sein wfirde. Es wfire 
durchaus nicht ausgeschlossen, daB das Wiederaufflammen 
alter und fast erloschener Infektionen, das Sich-Exazerbieren 
anderer, das Auftreten schwerer Folgen der Traumen mit aus- 
gedehnter Gewebsnekrose, der EinfluB gewisser Symbiosen 
auf den Verlauf einiger Infektionskrankheiten und zahlreiche 


1) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 6, 1910, p. 562. 

2) Diesbezuglich sind die Beobachtungen von Gamaleia (Ann. Inst. 
Pasteur, 1888) und von Behring (Zeitschr. f. Hygiene, 1889) fiber die Er- 
zeugung von Sauren von seiten des Milzbrandbacillus zu enviihnen. Die- 
selbe ist nach diesen Autoren bei virulenten Stiimmen eine reichlichere als 
bei abgesch wachten Stammen. 
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andere fihnliche Erscheinungen zuweilen mit einer Aenderung 
der Reaktion des Blutes und der Sfifte zusammenMngen. Es 
sind wohl einera jeden die Beobachtungen von Fodor und 
von v. Riegler 1 ) fiber die Modifizierungen bekannt, welche 
die Alkaleszenz des Blutserums der Tiere wfihrend vieler 
Infektionskrankheiten zeigt, und welche moistens in einer 
schweren raschen progressiven Abnahme bei todlich ver- 
laufenden Infektionen bestehen. 

Zusammenfassung. 

1) Der Zusatz kleiner Mengen Milcbs&ure zu den Seris 
bewirkt eine Verminderung des bakteriziden Vermogens. 

2) Die von der Milchsfiure ausgefibte Wirkung besitzen 
auch andere anorganische und organische Sauren. 

3) Auch die Basen und, wenn auch in viel geringerem 
MaBe, einige Salze einiger organischer Sfiuren besitzen in- 
aktivierende Eigenschaften, fihnlich wie die Sauren. 

4) Diese inaktivierenden Eigenschaften der Sfiuren hfingen 
zusammen mit der Kraft der Sfiuren, weil sie schwficher 
werden, wenn vermutlich eine Verminderung der elektro- 
lytischen Dissoziation eingetreten ist. 

5) Durch Neutralisierung kann man das bakterizide Ver- 
mdgen der durch selbst mehrstfindige Behandlung mit Sfiuren 
inaktivierten Sera, wenigstens zum Teil, wieder herstellen. 

6) Der Einflufi, den die Basen auf das bakterizide Ver- 
mdgen der Sera ausfiben, ist, wenigstens im Falle des Anti- 
choleraserums, vollstSndig oder zum Teil auf die Sensibili- 
sierung der Bakterien zurfickzuffihren. 


1) Centralbl. f. Bakt., Bd. 30, 1901, p. 823. 
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Naehdruek verboten. 

[Aus dem Institat ftir spezielle Pathologie innerer Kranbheiten 
der k. Universit&t Catania. Vorstand: Prof. M. Ascoli.] 

Veber die giftige Wirkung von Organlipoiden. 

II. Mitteilung 1 2 ). 

Giftigkeit methylalkoholischer Hodenextrakte. 

Von 

Doz. Dr. Q. Izar and Dr. A. Fagiuoli, 

Assistenten. 

(Eingegangen bei der Kedaktion am 15. Januar 1912.) 

In einer frfiheren Mitteilung wies einer von uns nach 1 ), 
daB wfisserige Emulsionen methylalkoholischer Oder fitherischer 
Pankreasextrakte infolge 1-stflndigen Erw&rmens auf 50° stark 
giftige Eigenschaften annehmen; bei derselben Gelegenheit wurde 
betont, daB fihnliche Resultate auch mit metbylalkoholischen 
Extrakten anderer Organe gewonnen werden konnten. Heute 
berichten wir fiber bei der Fortffihrung dieser Untersuchungen 
mit Hodenlipoidgiften gewonnenen Erfahrungen. 

Zu unseren Versuchen benutzten wir Kinder- oder Hundehodenpulver, 
bereitet nach der an anderer Stelle 3 ) beschriebenen Technik. Gewogene 
Mengen dieses Pulvers wurden mit 5 Volumina Methylalkohol (Kahl- 
baum) 24 Stunden bei 50° extrahiert und wahrenddessen wenigstens 4mal 
gut durchgeschiittelt; die Aufschwemmungen wurden auf Zimmertemperatur 
abkuhlen gelassen und durch Filter Schleicher und Schiill No. 590 filtriert; 
das Filtrat wird in trockenen, mit Methylalkohol gewaschenen Fliischchen mit 
eingeschJiffenem tilasstopsel aufbewahrt. Diese Extrakte emulsionieren sich 
gut mit Kochsalzldsung, sogar im Verhaltnisse von 1:3—5 Volumina; nur 
eel ten begegneten wir Extrakten, welche schlechte Emulsionen bildeten; in 
solchen Fallen wird der Extrakt auf V,—7n seines Volumens eingeengt, 
indera er in breithalsigem Glasgefii6e 24 Stunden im Brutschrank bei 50° 
gehalten, und nach Erkalten filtnert wird; dann liefert der Extrakt homogene 
Emulsionen, obzwar er auch seine Giftigkeit zum Teil eingebiiftt hat. 


1) Siehe Miinchener med. Wochenschr., 1911, No. 25. 

2) Berliner klin. Wochenschr., 1911, No. 39. 
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Die Emulsion bereitet man, indem man die gewunschte Menge Extrakt 
mit peinlich trockener Pipette auf den Boden eines Reagenzglases ein- 
tragt, dann die entsprechende Menge Kochsalzldsung auf einmal rasch 
zugieSt und das verkorkte Reagenzglas wiederholt umkippt. Anfangs be- 
nutzten wir stark (V 60 —Vioo) verdiinnte Extrakte; um die Emfuhr zu grofier 
Flussigkeitsmengen zu yermeiden, zogen wir weiterhin konzentrierte Emul- 
sionen ( l / 6 ) heran. 

Nach Herstellung der Emulsion wird ein Teil derselben 1 Stunde auf 
50° im Wasserbade erhitzt und dann auf Zimmertemperatur abkiihlen ge- 
lassen, der Rest bei Zimmertemperatur sich selbst iiberlassen. 

Wahrend die Pankreas- und Tumorextrakte nur nach Erhitzen toxische 
Wirkung entfalten, besitzen die Extrakte bestimmter Organe schon an sich 
einen gewissen Grad von Giftigkeit, der fiir die einzelnen Organe verschieden 
ausgesprochen und von Fall zu Fall verschieden stark, mi tun ter be- 
deutend ist. Der Hoden gehort eben zu den Organen mit primarer Lipoid- 
toxizitat und wurde gerade deshalb die nahere Untersuchung mit diesem 
begonnen. 

Als Versuchstier wiihlten wir das Kaninchen, welches in den friiheren 
Versuchen sich empfindlicher als das Meerschweinchen erwiesen hatte. Die 
Einverleibung der Emulsionen erfolgte intravenos. 

Die Symptomatology der mit tftdlichen Mengen erhitzter 
Emulsionen methylalkoholischer Hodenextrakte entspricht jener 
von einem von uns ftir Pankreas- und Tumorlipoide schon 
beschriebenen l ) und weist Aehnlichkeit mit der Anaphylatoxin- 
vergiftung sowie mit der Vergiftung durch wfisserige Organ- 
extrakte auf. Das Tier bleibt zunSchst einige Sekunden bis 
Minuten ruhig und unbeweglich, worauf es langsam die para- 
lytisch in dieser Stellung verbleibenden HinterfQfie ausstreckt; 
die Atmung ist erschwert, nimmt dann den Cheyne- 
Stokes schen Typus an und wird darauf enorm beschleunigt, 
wahrend tonisch-klonische allgemeine Krampfe mit pro- 
pulsorischen Spriingen, Schwimmbewegungen der Vorder- 
extremitaten, Opisthotonus und Exophthalmus auftreten. Diese 
Krampfperiode ist von einer paralytischen gefolgt, wahrend 
welcher die Reflexe, mit Ausnahme des Cornealreflexes, 
erloschen sind. Das Tier offnet das Maul und ftthrt tiefe, 
ofters gerauschvolle Inspirationen aus mit langeren Pausen 
von ApnoS. Nun verschwindet auch der Cornealreflex und 
das Tier verendet. Selten tritt eine neue Krampfphase, von 


1) loc. cit. 
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einer weiteren paralytischen gefolgt, auf. Die Tiere sterben 
in 1—3—5 Minuten. 

Die Erscheinnngen zeigen sich in der angegebenen Reihen- 
folge; jedoch ist die Schnelligkeit, mit welcher die einzelnen 
Phasen einander folgen, und ibre Dauer von Fall zu Fall 
sehr verschieden, so dafi sie der Beobachtnng, falls sie nicht 
geflbt nnd ununterbrochen ist, leicht entgehen kOnnen. 

Der Injektion von Multiplen der tddlichen Dosis erliegen 
die Tiere mitunter, aber selten, sofort, indem sie einfach tot 
hinfallen; fitters wird das Tier, sobald die tfidliche Minimal* 
dosis nm weniges flbersehritten ist, von Kr&mpfen befallen, 
welche die Nadel aus der Vene herausreiCen; das Tier sttirzt 
sicb gellend nacb vorn, ffillt dann pldtzlich auf die Seite nieder; 
KrSmpfe, Dyspnofi, Paralyse mit Exophthalmus, Cheyne-Stokes, 
Tod vollenden das Bild. 

Bei Einfflhrung untertfidlicher Giftraengen weichen die 
meisten Symptone nur an Intensit&t von den durch die tfid- 
liche Minimaldosis hervorgerufenen ab: es fehlen nur die 
C h e y n e - S t o k e s scbe Atmung, der Exophthalmus, der 
Scbrei. Das Tier erholt sich allm&hlich vom paralytischen 
Stadium, welches sich in der entgegengesetzten Reihenfolge 
seines Auftretens lfist; das Tier stGtzt sich anfangs auf die 
Vorderbeine, versucht sich aufzurichten, bewegt endlich auch 
die hinteren Extremit&ten. 

Der Obduktionsbefund ist bescheiden: fitters findet man 
starke Hyperftmie der inneren Organe, betrfichtliche Erweiterung 
des mehrere Minuten weiterpulsierenden rechten Herzens; Blut 
flQssig, subpleurale H&morrhagien; HyperSmie und Blutergtisse 
in der Thymusdrflse. Nicht selten fehlt aber diese oder jene 
der genannten Erscheinungen und das rechte Herz enth&lt 
Fibrin gerinnsel. 

Wftsserige Emulsionen methylalkoholischer 
Hunde- oder Rinderhodenextrakte (im Verhaltnis 
von 1 Teil Extrakt: 4 Teilen Kochsalzldsung) rufen beim 
Kaninchen, intravends eingeffihrt, schwere, 
Afters akut tSdliche Erscheinungen hervor. Durch 
l-stflndiges Erhitzen auf 50° oder 2-stflndiges 

ZeiUchr. L Immonitltsfonchong. Orig. B<L II II. 3 
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Erhitzen auf 37° besagter Emulsionen nimmt 
ihre Toxizitftt erheblich zu. Das Gift vertrfigt 10 Er¬ 
hitzen auf 100°. (Siehe Versuchsreihe I.) 

Mitunter unterliefen uns Extrakte, welche schon an sich, ohne er- 
hitzt zu werden, sich ganz besonders toxisch erwiesen: in solchen Fallen 
erhohte das Erhitzen ihre Giftigkeit nicht. Engten wir nun solche Extrakte 
auf V,—V 3 ihres Volumens bei 50° ein, so hatten sie nach Abkiihlung ihre 
Giftigkeit zum guten Teil eingebiifit: 1-stiindiges Erhitzen auf 50° der 
mit diesen eingeengten Extrakten bereiteten Emulsionen bewirkte aber 
Zunahme ihrer Giftigkeit. Wir beabsichtigen dieses scheinbar paradoxe 
Verhalten naher zu analysieren, um auszuschliefien, ob nicht zufallige 
Ueberempfiudlichkeit der Versuchstiere (zu welcher Annahme wir keinen 
Anhaltspunkt haben) oder sonstige zufallige Umstande im Spiele sind. 
(Siehe Versuchsreihe II*).) 

Nicht alle Hunde- bezw. Rinderhoden besitzen die gleiche 
Giftigkeit 2 ). Aufierordentlich giftig erwiesen sich Kaninchen- 
hodenextrakte, welches Verhalten auf eine besondere Empfind- 
lichkeit der Versuchstiere fflr gleichartige Hodenlipoidextrakte 
hinzuweisen scheint, eine Fragestellung, die durch methodische 
gekreuzte Versuche in Angriff genommen werden wird. (Siehe 
Versuchsreihe III.) 

1) Nach intravendsen Injektionen von bis 10 ccm des auf 1 / 6 ver- 
diinnten, von uns gebrauchten Kahlbaumschen Methylalkohols, nahmen 
wir bei keinem unserer zahlreichen Kontrollversuche an Kaninchen toxische 
Wirkung wahr. Von 10—20 ccm ist die Wirkung sehr wechselnd; es gibt 
Kaninchen von ca. 1 kg Gewicht, welche auch 20 ccm symptomlos ver- 
tragen, wahrend andere geringfiigige und auch schwere Erscheinungen schon 
nach 15 ccm zeigen; nie aber riefen sogar 20 ccm den Tod unmittelbar 
hervor. Beziiglich unserer Versuche sei aufierdem hervorgehoben, dafi gerade 
aus den giftigen Emulsionen infolge des Erhitzens der Methylalkohol zum 
Teil verdarapft war und daS der eigentliche Methylalkoholgehalt der Emul¬ 
sionen infolge ihres Lipoidgehaltes schon bei ihrer Bereitung schwacher 
als 7 b ihres jeweiligen Volumens ausfiel. Uebrigens heben wir ausdriick- 
lich hervor, dafi auch die methylalkoholfreien Extraktemulsionen (bereitet 
durch Verjagung des Methylalkohols und Verteilung des Ruckstandes in 
Kochsalzlosung) gleichfalls toxisch sind. Bei unseren ltogeren Versuchs- 
reihen, welche auch quantitatives Arbeiten erforderten, vereinfachte der 
Gebrauch der methylalkoholischen Extraktlosungen, anstatt ihres Ruck¬ 
standes die Technik wesenthch. 

2) Beim Hunde konnten wir uns nicht uberzeugen, dafi bei sofortiger 
Verarbeitung der Hoden nach dem Tode die Giftigkeit der Extrakte be- 
deutender war. 
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Bei vorheriger Injektion hypertonischer Kochsalzldsungen 
(+ 1 Proz. CaClj) vertragen die Tiere meistens eine un- 
mittelbar daranffolgende tddliche Minimaldosis Oder tritt der 
Tod verspfitet ein. (Siehe Versuchsreihe IV.) 

Die intravenOse EinfQhrung (erhitzter sowie nicht er- 
hitzter) w&sseriger Emulsionen methylalkoholischer Extrakte, 
bedingt Abnahme des Komplementgehaltes des Blutserums; 
diese Abnahme ist mitunter bei den Tieren, welche eingehen 
Oder schwere Symptome aufweisen, besonders ausgesprochen. 
(Siehe Versuchsreihe V.) 

In verschiedenen Versuchsreihen priiften wir ferner, ob 
der Zusatz homo- oder heterologen Blutserums (sowohl vor 
als nach dem Erhitzen der Emulsionen) die Giftigkeit letzterer 
beeinfluBt. Es gelang uns bisher nicht, eine solche Wirkung 
des Blutserums zu erweisen. (Siehe Versuchsreihe VI.) 

Ebensowenig glttckte es uns, durch vorausgehende wieder- 
holte Einspritzung subletaler Giftdosen, den Tieren vor der 
Wirkung kurz (bis 1 Stunde) darauffolgender todlicher Mengen 
Schutz zu verleihen. (Siehe Versuchsreihe VII.) 

Hingegen vertrug, allerdings nur eine geringe Anzahl mit 
subletalen Giftdosen vorbehandelter Tiere, besonders wenn 
sie schwere Symptome gezeigt hatten, nach 1—2—7 Tagen 
anstandslos die Reinjektion einer und sogar zwei todlicher 
Minimaldosen. (Siehe Versuchsreihe VIII.) 

Ob diese unkonstante erhbhte Resistenz, welche auch bei 
mit nicht erhitzten Extrakten vorbehandelten Tieren sich ein- 
stellen kann, l&ngert andauert, konnte aus dem Grunde nicht 
eruiert werden, weil auch die in ihrem unmittelbaren 
Erfolge un ter todlichen Giftmengen 1 ) in l£ngerem 
Zeitraume (8—9 Tagen) den Tod der Versuchstiere 
herbeifflhren 2 ). 


1) Und zwar auch methylalkoholfreie (s. oben Amerkung). 

2) Die vorliegenden Ergebnisse stutzen sich auf ein viel reicheres Tier- 
material, als auch aus den folgenden Protokollen hervorgeht. Der Kiirze 
halber bringen wir nur einen Teil derselben und unterlassen die Versuchs¬ 
reihen, welche die beschriebenen lediglich bestiitigen. 

3* 
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Protokolle. 

Versuchsreihe I. 


Kaninchen No. 

bC 

.5 

ed 

3 

•H 

£ 

s 

Methylalkoholischer 

Extrakt 

Iv. emgespr. Emuls. 
v. 1 Teil methylalk. 
Extr. i. 4TeilenO,85- 
proz. NaCl-Losung 

Bemerkungen 

Resultat 

9 

900 

\ l -h 

5 ccm 


Keinerlei Symptome 

36 

800i 
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2 
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ro & 

1 o ^ 

5 „ 
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12 
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77 
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37 
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77 
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39 
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82 
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Keinerlei Symptome 

73 
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dgl. 
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1040! 
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80 
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66 
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75 
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10 
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62 A 
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ll 
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t 20" 

64 A 
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<y 

6 „ 

77 

t 20" 

63 A 

940 

J-S 

4 „ 

77 

t 15" 

66 A 
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PhM 

3 „ 

77 

Starke Krampfe, erh. sich 

3 B 
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i co 

10 „ 


Keinerlei Symptome 
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vO • 
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Emuls. l h a. 50° erhitzt 
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Keinerlei Symptome 

14 
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77 
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Keinerlei Symptome 
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37 
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i 870 
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Kaninchen No. 

Gewicht in g 

Methylalkohol. 
Extrakt aus 
Rinderhoden 

No. 

Iv. eingespr. Emuls. 
v. 1 Teil methylalk. 
Extr. + 1 Teil 0,85- 
proz. NaCl-Losung 

Bemerkungen 

Resultat 

99 

890 

6 

4,5 ccm 


t 2' 

100 

910 

6 

4,5 „ 

Emuls. l k a. 50° erhitzt 

t 2' 

98 
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Keinerlei Sympt. 
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5 „ 
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7 „ 
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ff 
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7 
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10 ,. 
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10 „ 
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950 

3 

4 „ 


t 4' 

17 A 

975 

3 

4 „ 
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3,5 „ 
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5 „ 

Keinerlei Sympt 

23 A 
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50 0 eingeengt 
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3,5 „ 
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8 
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21 
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8 
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Emuls. l k a. 50® erhitzt 
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19 11250 
36 ill20 

8 
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40 
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8 „ 


dgl. 

35 
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yy 

32 
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50 0 eingeengt 
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33 
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und filtnert 
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Leichte Sympt. 

39 
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4 „ 

ff 

Schw. Krampfe, 
erholt sich 
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ii 
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a 
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13 ccm 
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mo! 
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1 
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f-Sjg 
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yy 
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1 
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yy 
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930 

s 

3 „ 

ff 

Starke Krampfe, erholt sich 
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Kaninchen No. 

Gewicht in g 

<D 

Ja 

o ^ 

ii 

41 

§ 

Iv. eingespr. Emuls. 
v. 1 Teil methylalk. 
Extr. in 4 Teilen 0,85- 
proz. NaCl-Losung 

Bemerkungen 

Resultat 

3 B 

1240 

-d 

10 ccra 

Emulsion nicht erhitzt 

Keinerlei Symptome 

2 B 

1100 


5 „ 

dgl. 

dgl. 
t 3' 

1 B 

1020 

fc 6 

5 „ 

Emuls. l h auf 50° erhitzt 

4 B 

1350 


3,5 „ 

dgl. 

t 4" 

5 B 

1320 

s 

3 „ 

ff 

Leichte Krampfe 

9 

900 

11- 

5 „ 

Emulsion nicht erhitzt 

Keinerlei Symptome 

36 

800 

3,5 „ 

dgl. 

dgl. 

2 

920, 

i T? O 

5 „ 

Emuls. 1 b auf 50 0 erhitzt 

t v 

12 

900 


4 „ 

dgl. 

ff 

t 50" 

6 

890 

'w 

3,5 „ 

Keinerlei Symptome 

78 

1040 

3- 

15 „ 

Emulsion nicht erhitzt 

Leichte Kriimpfe 

70 

1230 

11 „ 

dgl. 

Keinerlei Symptome 

66 

1230 

f-Sd 

5 „ 

Emuls. l b auf 50 0 erhitzt 

t 3' 

75 

1250 


4 „ 

dgl. 

t 4' 

74 

1210 

tn 

3 „ 

ff 

Keinerlei Symptome 

4 E 

1000 

rH 

6 ,, 

Emulsion nicht erhitzt 

Leichte Krampfe 

5 E 

990 


5 „ 

dgl. 

Keinerlei Symptome 

7 E 

970 


3 

Emuls. l h auf 50 0 erhitzt 

f 20" 

9 E 

1010 

g £ 

2 „ 

dgl. 

+ v 

8E 

1000 

Ji 

1,5 „ 

ff 

Starke Krampfe, erholt sich 

10 E 

1200 


1 „ 

If 

Keinerlei Symptome 

25 E 

900 


5 „ 

Emulsion nicht erhitzt 

leichte Kriimpfe 

26 E 

870 


4 „ 

dgl. 

Keinerlei Symptome 

30 E 

! 8401 

lh 

4 „ 

Emuls. l h auf 50 0 erhitzt 

t 1' 

t 2< ^ 

32 E 

920 1 

2 „ 

dgl. 

37 E 

930 

J sa 

1,5 „ 

ff 

Leichte Kriimpfe 

14 E 

11000 

II: 

5 „ 

Emulsion nicht erhitzt 

Starke Krampfe, erholt sich 

17 E 

'1050 

4 „ 

dgl. 

Leichte Krampfe 

18 E 

1030 

3 „ 

Emuls. l h auf 50 0 erhitzt 

t 20" 

15 E 
19 E 

990 

1050| 

Jj* 

ofii: 

dgl. 

t v 

Starke Krampfe, erholt sich 

16 E 

1 840 

a 

5 „ 

Emulsion nicht erhitzt 

Starke Krampfe, erholt sich 

21 E 

770 

0 

"Bcm 
ffl 0 

”1 

c3 

4 „ 

dgl. 

Keinerlei Symptome 

20 E 

1 850 

2 „ 

Em uls. l h au f 50 0 erhitzt 

t 1' 

22 E 

1000 

1 „ 

dgl. 

t 1' 

23 E 

950 

0,5 „ 

ff 

Starke Krampfe, erholt sich 

24 E 

1010 

1 M 

0,7 „ 

ff 

Leichte Krampfe 
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Versuchsreihe IV. 

Kaninchen No. 52, 1490 g. 

1,5 ccm gesattigte NaCl-Losung iv. ‘) Keinerlei Symptome 

nach 2‘ 8 ccm 1 2 / i Emulsion methylalk. Ex- 
traktes aus Rinderhoden No. 10a, 1 St. auf 
50° erhitzt, iv. (T.M. [tddL Minimaldoeis] 

= 6,6 ccm) LeichteKrfimpfe, erh.sich 

Kontrolle: Kaninchen No. 50, 990 g. 

4.4 ccm */» Emulsion methylalk. Extraktes aus 
Rinderhoden No. 10a, 1 St. auf 50° erhitzt, iv. f 50" 

Kaninchen No. 69, 1125 g. 

1.5 ccm gesattigte NaCl-Losung*) iv. Keinerlei Symptome 

nach 1' 6 ccm */, Emulsion methylalk. Ex¬ 
traktes aus Rinderhoden No. 10a, 1 St aui 

50° erhitzt, iv. (T.M. = 6 ccm) + 2' 

Kaninchen No. 63, 2150 g. 

2.5 ccm gesattigte NaCl-Losung *) iv. Keinerlei Symptome 

nach 1' 11,7 ccm */ 6 Emulsion methylalk. Ex¬ 
traktes aus Rinderhoden No. 10 a, 1 St auf 

50° erhitzt, iv. (TJd. = 9,6 ccm) Keinerlei Symptome 

Kaninchen No. 60, 725 g. 

0,8 ccm gesattigte NaCl-Lflsung*) iv. Keinerlei Symptome 

nach 1' 3,9 ccm Vs Emulsion methylalk. Ex¬ 
traktes aus Rinderhoden No. 10a, 1 St. auf 

50° erhitzt, iv. (T.M. = 3,6 ccm) Keinerlei Symptome 

Kontrolle: Kaninchen No. 68, 1005 g. 

4.5 ccm 1 / 6 Emulsion methylalk. Extraktes aus 
Rinderhoden No. 10a, 1 St. auf 50° erhitzt, iv. + 5' 

Kaninchen No. 56. 

2 ccm gesattigte NaCl-L6sung*) iv. Keinerlei Symptome 

nach 2' 20 ccm */» Emulsion methylalk. Ex¬ 
traktes aus Rinderhoden No. 9 a, 1 St. auf 

50* erhitzt, iv. Keinerlei Symptome 

Kontrolle: K<min r:hpn No. 55, 1560 g. 

17 ccm Vs Emulsion methylalk. Extraktes aus 
Rinderhoden No.9a, 1 St. auf 50° erhitzt, iv. f 4' 

1) Die intravenfise NaCl-Injektion erfolgte langsam: 1 ccm pro Minute. 
Die Reinjektion geschah in dasselbe Gefafi. 

2) Gesattigte NaCl-L5sung + 1 Proz. CaCL,. 
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Versuchsreihe V. 


Kanin chen No. 

Gewicht in g 

Rinderhoden -Extr. 
No. 

Eingespritzte 
l / 6 Emulsion in ccm 

Bemerkungen 

Blutentnahme zur 
Komplement- 
titration vor oder 
nach der Injektion 

Hamolyse mit Komplementmengen 
in 2,5 ccm Volumen *) 

Be¬ 

merkungen 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

53 

880 

8a 

10 

nicht erhitzt 

vor 

K 2 ) 

+ *) 

+ + *) 

+ + + *) 

+ + + *) 

l + in 1 ' 






nach 

K 

K 

K 

K 

K 

1 ( T m 1 

55 

1560 

9a 

17 

l b auf 50° erhitzt 

vor 

K 

+ 

+ + 

+ + + 

+ + + 

\\ + ; n a * 






nach 

0 

0 

K 

K 

K 

j T 111 * 

58 

1900 

10 

16 

d g i. 

vor 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

1 Keinerlei 






nach 

+ 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

/Symptome 

59 

1700 

10 

10 

,, 

vor 

+ 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

1 Keinerlei 






nach 

K 

+ 

+ + 

+ + + 

+ + + 

/ Symptome 

68 

1005 

10a 

4,5 

ft 

vor 

+ + 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

^ f in 5' 






nach 

K 

+ 

+ + 

+ + 

+ + 


70 

2150 

10a 

8,2 

ft 

vor 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

^St. Krampfe 






nach 

+ + 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

jerholt sicn 

68a 

1100 

10a 

3 

nicht erhitzt 

vor 

+ + 

4- + -F 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

| Keinerlei 






nach 

+ 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

/Symptome 

70a 

1005 

10a 

1,4 

l b auf 50° erhitzt 

vor 

+ + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

/Keinerlei 






nach 

K 

+ 

+ 

+ + 

+ + 

1 Symptome 


Versuchsreihe VI. 


Kan. 

No. 

I Ge- 
| wicht 

Behandlung 

Resultat 

64 

890 g 

4 ccm l L Emuls. methylalk. Extr. aus Rinderhoden 

1 



No. 2, 1 St. auf 50° erhitzt, iv. 

+ 2' 

65 

900 „ 

do. do. + 0,1 ccm Kan.-Serum iv. 

t r 

66 

930 „ 

do. do. + 0,5 „ „ „ 

t 3' 

67 

925 „ 

do. do. + 1,0 „ ,, „ 

+ 3' 

68 A 

980 „ 

do. do. + 2,0 „ „ „ 

t 1' 15" 

69 

949 „ 

do. do. -I - 5,0 

jt 5' 

7 

860 „ 

5 ccm 1 / s Emuls. methylalk. Extr. aus Hundehoden 




No. 2, 1 St. auf 50° erhitzt, iv. 

If 3' 

25 

860 „ 

do. do. + 4 ccm Kan.-Serum iv. 

+ 2' 

70 

1310 „ 

5 ccm V 6 Emuls. methylalk. Extr. aus Rinderhoden 




No. 3, 1 St. auf 50° erhitzt, iv. 

t 5' 

71 

1525 „ 

do. do. + 3 ccm Kan.-Serum iv. 

It 4' 


1) 1 ccm 5-proz. Blutkoiperchenaufschwemmung + 0,2 ccm V so ver- 
diinnten Kaninchen-Rinderambozeptor (= 50 Arabozeptoreinheiten) + 0,85- 
proz. NaCl-Losung bis 2,5 ccm. 

2) K = Kuppe; + = geringe Hamolyse; + + = fast komplette Hamo¬ 
lyse ; + + + = komplette Hiiraolyse. 
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Kan. 

No. 


25 


26 

27 

29 

30 

31 

45 

47 

48 


Ge- 

wicht 


Behan dlung 


Resultat 


790 g 6 ccm '/» Emuls. methylalk. Extr. aus Rinderhoden 
No. 8a, 1 8t. auf 50 # erhitzt, iv. 
do. do. + 0,1 ccm Kan.-Serum iv. 

do. do. *1* 0,5 „ ,« ,, 

do. do. + 1,0 „ ,, „ 

do. do. + 5,0 ,, „ „ 

do. do. +10,0 „ . „ „ 


810 „ 6,1 „ 
830 „,6,2 „ 
810 „ 6,1 „ 
800 „ 6 „ 


820 „ 6 




w-l 


5' 

4' 

2 ' 

5' 

1 ' 

8 ' 


900 „,7 ccm »/» Emuls. methylalk. Extr. aus Rinderhoden 
| No. 8 a, 1 St. auf 50° erhitzt, iv. 

900 „ 7 „ do. do. + 10 ccm Kan.-Serum iv.l 1 Stde. 
8r0 ,,6,9 „ do. do. + 20 ,, ,, ,, j bei37° 


t 

t 

t 


5' 

3' 

2' 


Versuchsreihe VII. 


Kaninchen No. 1 C, 1020 g. 

5 ccm */ 5 Emulsion methylalk. Extr. aus Rinder¬ 
hoden No. 4, 1 St. auf 50° erhitzt, iv. t 4' 

Kaninchen No. 5G, 1100 g. 

4 ccm */s Emulsion methylalk. Extr. aus Rinder¬ 
hoden No. 4, 1 St. auf 50° erhitzt, iv. Keinerlei Symptoms 

nach 30* 4 ccm do. do., iv. do. do. 

nach weiteren 20* 5 ccm do. do., iv. t 2' 


Kaninchen No. 4C, 1140 g. 

15,4 ccm V 6 Emulsion methylalk. Extr. aus Rinder¬ 
hoden No. 4, nicht erhitzt, iv. f 5' 

Kaninchen No. 6C, 1450 g. 

5,5 ccm Vs Emulsion methylalk. Extr. aus Rinder¬ 
hoden No. 4, nicht erhitzt, iv. Keinerlei Symptome 

nach 30' 19,5 ccm do. do. iv. f 3' 


Kaninchen No. 12 A, 1000 g. 

10 ccm Vs Emulsion methylalk. Extr. aus Rinder¬ 
hoden No. 8a, 1 St. auf 50® erhitzt, iv. f 1' 


Kaninchen No. 14 A, 1100 g. 

2 ccm '/s Emulsion methylalk. Extr. aus Rinder¬ 
hoden No. 8 a, 1 St. auf 50° erhitzt. iv. 
nach 10' 4 ccm do. do., iv. 
nach weiteren 20* 6 ccm do. do., iv. 
nach weiteren 40' 11 ccm do. do., iv. 


Keinerlei Symptome 
do. do. 

do. do. 

t 2' 


Kaninchen No. 15 A, 1200 g. 

4 ccm Vs Emulsion methylalk. Extr. aus Rinder¬ 
hoden No. 8 a, 1 St auf 50° erhitzt, iv. 
nach 5' 5 ccm do. do., iv. 
nach weiteren 20' 6 ccm do. do., iv. 
nach weiteren 60' 12 ccm do. do., iv. 


keinerlei Symptome 
do. do. 

do. do. 

t 4' 
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Zusammenfassung. 

Die Arbeit enth&lt Untersuchungen tlber die toxische 
Wirkong methylalkoholischer Hodenextrakte (Symptomen- 
komplex, Komplementverarmung, Vergleich homo- und hete- 
rologer Extrakte, EinfluB vorheriger Injektion konzentrierter 
Kochsalzlbsung, sowie subietaler Extraktmengen, entfernte 
Giftwirkung). 


Nachdruck verboUn. 

[Aus der bakteriol. Abteilung der Staatsmedizinischen Anstalt 
(Vorsteher: Prof. A. Pettereson) und der pftdiatrischen Klinik 
dee Karolinischen Institute (Chef: Prof. 0. Med in) Stockholm.] 

Ueber die elektrische Erregbarkeit der motorischen Nerren 
w&hrend des anaphylaktischen Zustandes. 

Von Privatdozent Dr. Carl A. Kling. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 18. Januar 1012.) 

Das Anaphylaxieproblem, das gegenw&rtig vielleicht mehr 
als ein anderes die Aufmerksamkeit des Serologen und 
ImmunitStsforschers auf sich zieht, hat nun begonnen, mehr 
und mehr auch den Kliniker zu besch&ftigen. Schon sind 
mehrere Krankheitszust&nde beim Menschen, die ihrer Ursache 
nach bisher in Dunkel gehflllt waren, durch die Anaphylaxie- 
lehre in ein klares Licht gestellt worden. So haben wir, um 
einige Beispiele anzuftthren, durch dieselbe einen interessanten 
Einblick in das Wesen der Serumkrankheit erhalten; die 
Ueberempfindlichkeit tuberkuloser Organismen gegen Tuber- 
kulin ist leicht verstftndlich geworden. Das Heufieber, gewisse 
akute Exantheme warden als anaphylaktische Symptome ge- 
deutet, und mehrere der bisher ganz unverst&ndlichen Idio- 
synkrasien scheinen gleichfalls eine ungezwungene ErklSrung 
erhalten zu haben. 

Auch innerhalb der Pathologie des friihen Kindesalters sind mehrere 
Krankheitsformen anzutreffen, die den Gedanken an eine Anaphylaxie nahe- 
legen. Das scheint mir besonders mit dem Krankheitszustand der Fall zu 
sein, der unter der Bezeichnung Spasmophilie (Heubner), spasmo- 
phile Diathese (Finkelstein) oder Tetania infantum (Esche- 
rich) bekannt ist. Vor allem bieten die Bedingungcn fur das Auftreten 
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des anaphylaktischen und des spasmophilen Zustandes interessante Ver- 
gleichspunkte dar. Wird in den Organismus des Versuchstieres ein 
artfremder EiweiBkorper eingefiihrt. so tritt nach einer gewissen Zeit das 
Tier in ein Stadium von Ueberempfindlichkeit gegen denselben Stoff ein, 
es ist anaphylaktisch geworden. Wird der Siiugling mit Kuhmilch oder, 
mit anderen Worten, mit einer artfremden Nahrung aufgezogen, so hat er 
nach Finkelstein (1) groBe Aussichten, in einen Zustand elektrischer 
Uebererregbarkeit, die ja eines der spasmophilen Symptome ist, zu ge- 
langen. So fand er krankhaft gesteigerte Kathodenoflhungszuckungswerte 
in 55,7 Proz. von mit Kuhmilch erniihrten Kindern. Bei reinen Brust- 
kindern ist die Krankheit dagegen eine auBerordentlich seltene Erscheinung. 

Man fragt sich nun: Ist es mOglich, daB die enteral ein- 
gefflhrte Kuhmilch bei dem Kinde eine Anaphylaxie hervor- 
rufen kann? Wir mflssen da sogleich zugeben, daB dies vorerst 
nur eine Annahme ist; bisher liegt keinerlei Beweis dafiir 
vor. Doch findet sich Verschiedenes, was sowohl in den Tier- 
versuchen als in den klinischen Experimenten in diese 
Richtung weist. 

DaB Tiere durch orale Einverleibung der artfremden EiweiBsubstanz 
anaphylaktisch gemacht werden konnen, ist von mehreren Forschern an- 
gegeben worden. Rosenau und Andersson (2) fiitterten Meerschwein- 
chen mit Pferdefleisch, wodurch diese uberempfindlich gegen Pferdeseram 
wurden. Zu demselben Ergebnis gelangten Clintock und King (3); sie 
betonen jedoch die Notwendigkeit, die Fiitterung zu wiederholen, um eine 
Anaphylaxie zu bewirken. Laroche, Richet Fils und Saint-Giron (4) 
ist es neulich gelungen, durch Fiittening mit roher Kuhmilch Kaninchen 
zu sensibilisieren; sie erhielten sogar positives Resultat in 70 Proz. der Falle. 

Auch der etwas altere Zweig der Immunitatsforschung, der sich mit 
der Prazipitinbildung beschaftigt hat, gewahrt uns interessante Anhalts- 
punkte zur Beurteilung der vorliegenden Frage. Bordet (5) konnte schon 
1899 zeigen, daB Kaninchen, denen er zu wiederholten Malen Kuhmilch 
injiziert hatte, eine Veranderung in der Weise erfuhren, daB ihre Sera nun 
das Vermogen besaBen, eine Fallung in Kuhmilch hervorzurufen. Ham¬ 
burger (6) gelang es einige Jahre spater, mittelst derselben Methode das 
Vorhandensein zweier verschiedener EiweiBstoffe, Kasein und Albumin, in 
der Kuhmilch nachzuweisen, und griindete auf Bordets und seine eigenen 
Versuche seine bekannte Theorie von der Minderwertigkeit der Kuhmilch 
als Nahrungsmittel fiir den Saugling. Der Unterschied zwischen der natiir- 
lichen und der kiinstlichen Ernilhrung ist der, sagt H am burger, daB in 
dem ersteren Falle das Kind EiweiB seiner eigenen Art erhiilt, wahrend es 
ira letzteren Falle ein fremdes EiweiB erhalt, das auf die Darmschleimhaut 
wie ein Gift wirkt. Um die Theorie zu stlitzen, versuchte Hamburger 
spater zusammen mit Moro (7) bei dem mit Kuhmilch emahrten Kinde 
Priizipitin im Blute nachzuweisen, ohne daB es ihnen indessen gelang 
( 1903 ). Moro ( 8 ) setzte jedoch die Forschungen fort und teilte 1906 
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mit, dafi er bei Untersuchungen des Blutes 22 atrophischer Kinder 
Laktoserumreaktion in zwei Fallen beobachtet habe. Im selben Jahre 
machte auch Bauer (9) ahnliche Befunde. Diese Beobachtungen scheinen 
also dafiir zu sprechen, dafl die fremden Bestandteile in der Kuhmilch 
unter gewissen Umstanden die Darmwand des Sauglings passieren, in die 
Blutbahn eindringen und zur Bildung von Immunkbrpern Anlafi geben 
konnen, und damit ist wohl auch die Moglichkeit zu einer Sensibilisierung 
auf dem selben Wege gegeben. 

Gehen wir nun in unserem Vergleiche zwischen der Anaphylaxie und 
der Spasmophilie weiter und wenden uns den Symptomen bei den beiden 
Zustanden zu, so finden wir noch weitere Beruhrungspunkte. Sowohl 
wahrend des anaphylaktischen Shocks als bei der manifesten Spasmophilie 
treten Krampfsymptome in den Vordergrund, und dies gilt nicht nur von all- 
gemeinen, sondem auch von mehr lokalisierten Krampfen. In dem einen wie 
in dem anderen Falle werden demnach die hauptsachlichsten Symptome 
von dem Nervensystem her ausgelost. Dafi der pathologische ProzeB, der 
in dem anaphylaktischen Shock zum Ausdruck kommt, vor allem sich im 
Zentralnervensystem abspielt, scheinen Besredkas (10) interessante Nar- 
kosenversuche zu zeigen: anaphylaktische Meerschweinchen, die mit Aether 
narkotisiert werden, vertragen eine intracerebrale Seruminjektion ohne 
irgendwelche anaphylaktische Symptome. A chard und F laud in (11) 
haben auflerdem neulich die Gegenwart von Anaphylaxiegift im zentraleu 
Nervensystem wahrend des Shocks selbst nachweisen konnen. Charakte- 
ristisch fiir den spasmophilen Zustand ist eine mechanische, elektrische und 
psychische Uebererregbarkeit des Nervensystems. 

Das Angefflhrte ra8ge genflgen, urn zu zeigen, dafi die 
Anaphylaxie bei dem Versuchstier eine keineswegsunbedeutende 
Aehnlichkeit mit der spasmophilen Diathese bei dem Singling 
darbietet. Es scheint mir daher ein groBes Interesse zu be- 
sitzen, genauer zu priifen, ob diese Anomalie im frfihen 
Kindesalter als eine wirkliche Ueberempfindlichkeitskrankheit 
zu betrachten ist oder nicht. Zwei Wege stehen uns zu 
dieser Prflfung offen. Der eine fflhrt uns in die Klinik. Es 
gilt hier zu untersuchen, ob die fiir den anaphylaktischen Zu¬ 
stand charakteristischen Symptome auch bei dem spasmophilen 
Kinde vorkommen, ob z. B. ein anaphylaktischer Reaktions- 
kSrper 1 ) im Blute desselben nachgewiesen werden kann, ob 

1) Eine solche Untersuchung ist gegenwartig im Gange, und ieh 
glaube bereits ein positives Besultat erhalten zu haben, das ich hier in 
Kiirze mitteUen will. Ein 6 Monate alter Knabe, L L., wurde am 13. II. 
1911 in das bffentliche Kinderhaus in Stockholm anfgenommen. Er war 
▼or der Aufnahme mit Kuhmilch aufgezogen worden, war nun ein 
kleines, blasses Kind mit schlecht entwickeltem Fettpolster und rachitischen 
Symptomen. Er bekam auch weiter Kuhmilch (% Kuhmilch -f l / i Hafer- 
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Blutverftnderungen im flbrigen konstatiert werden konnen, die 
fur die Anaphylaxie kennzeichnend sind, ob nicht vielleicht 
der Fieberanstieg, der h&ufig gleichzeitig mit den Krampfaus- 
brtichen auftritt, als eine anaphylaktische Reaktion zu betrachten 
ist usw. Der andere Weg fflhrt uns zum Tierversuch; bei 
dem anaphylaktischen Tiere konnen wir mOglicherweise eines 
Oder einige der ftir die Spasmophilie charakteristischen Merk- 
male wiederfinden. Der Tierversuch muB nattirlich den Aus- 
gangspunkt fflr eine derartige Untersuchung bilden. 

Als das wichtigste, das konstanteste und frflheste Symptom 
bei infantiler Tetanie bezeichnen Escherich (12) u. a. eine 
Steigerung der elektrischen Erregbarkeit des Nervensystems. 
Es schien mir daher zweckmfiBig, zuerst zu untersuchen, wie 
diese sich bei dem Versuchstier wahrend des normalen und 

des anaphylaktischen Zustandes verhalt. 

* * 

* 

Als Versuchstiere wurden Kaninchen gewahlt. Da es 
a priori zu erwarten war, daB die elektrische Erregbarkeit des 
Nervensystems sich verschieden bei jflngeren und alteren In- 

schleim, 900 g pro Tag). Am 25. II. zeigte er deutliches Facialisphanomen, 
Andeutung zu Trousseaus Symptom. Bei Untersuchung mit dem 
galvanischen Strom trat KathodenschlieSungszuckung bei 0,9, Anoden- 
schliefiungszuckung bei 1,1 und Kathodenoffnungszuckung schon bei 
1,8 Milliampfere ein. Am 27. IL ein leichter Laryngospasmus. Am 1. III. 
wurde Blut yon dem Patienten entnommen, und 2,2 ccm Serum wurden 
intraperitoneal einem 330 g wiegenden Meerschweinchen eingespritzt. 24 
Stunden danach erhielt das Meerschweinchen intravenos 1 ccm Milch- 
mischung von derselben Zusammensetzung wie die, mit der das Kind auf- 
gezogen wurde. Das Tier zeigte gleich nach der Injektion Dyspnoe, 
leichten Krampf, Harn- und Faecesabgang, gestriiubte Haare und sah 
sehr schlecht aus. Die Temperatur, die vor der Injektion 38,4° betragen 
hatte, sank allmahlich und betrug nach V/ A Stunden nur noch 32,4°. 
Danach stieg sie wieder, das Tier erholte sich und war am folgenden Tage 
gesund. Ein Kontrolltier, dem intravenos dieselbe Menge Kuhmilch- 
mischung injiziert wurde, zeigte keine anaphylaktischen Symptome, nur 
eine Temperatursenkung von 1° C. Am 27. III. bekam das Kind einige 
kurzdauernde Anfalle von allgemeinen Konvulsionen; einige Stunden 
danach wurde noch einmal Blut von demselben entnommen, und mit 4 ccm 
des inaktivierten Serums wurde derselbe Versuch wie das vorhergehende 
Mai angestellt. Auch jetzt reagierte das Versuchstier mit Dyspnoe, Harn- 
und Faecesabgang; der Ternperaturfall betrug jedoch bei dieser Gelegenheit 
nur 2,6° C, die Reaktion war in ihrer Gesamtheit gelinder als bei der ersten 
Serumprlifung. Ein Kontrolltier zeigte keine Reaktion. 
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dividuen analog dem VerhSltnis beim Menschen verhalten 
wflrde, wurden in die Versuchsserie kleinere und grOBere Tiere 
anfgenommen, deren Anfangsgewicht zwischen 1100 und 3400 g 
variierte. 

Zur Bestimmung der elektrischen Erregbarkeit wurde 
der galvanische Strom benutzt. Die Prfifung wurde in Ueber- 
einstimmung mit der in der Klinik praktizierten Methode 
folgendermafien angestellt. 

Das Kaninchen wurde auf einem gewohn lichen Operationstisch fest- 
gebunden, das eine Vorderbein dabei freigelassen. An den Stellen, wo die 
Elektroden plaziert werden soil ten, wurden die Haare weggeschnitten, und 
die Uaut wurde mit Kochsalzlosung angefeuchtet. Ein Assistent legte mit 
der einen Hand eine indifferente Elektrode von 50 qcm Oberflache auf 
dem Bauche an und moderierte die Stromstarke mit der anderen. An dem 
freien Beine, das mit der einen Hand fixiert gehalten wurde, wurde eine 
kugelformige Elektrode von ungefahr */* cm Durchmesser dicht oberhalb 
der Ellenbogenfalte im Sulcus bicipitalis, wo der Nervus medianus der 
Haut naheliegt, angesetzt. Die Stromstarke wurde mit einem gewohn lichen 
Horizontalgalvanometer gemessen. 

Bei Plazierung der Elektroden in der obenerwahnten Weise entstehen 
bei Schliefiung und Oeffnung des elektrischen Stromes, wenn dessen Starke 
eine gewisse Hdhe erreicht hat, Muskelkontraktionen, die sich durch eine 
Beugung des Fufigelenkes zu erkennen geben. Schon bevor die sichtbaren 
Kontraktionen sich einstellen, kann man mittelst des Tastgefiihls Zusammen- 
ziehungen wahrnehmen. Die Werte, die sich in den Tabellen angegeben 
linden, beziehen sich indessen samtlich auf die deutlich sichtbare Beugung 
des FuBgelenkes. Im allgemeinen ist es leicht, die Rcizschwelle fur die 
Kathodenschliefiungs-, AnodenschlieBungs- und die Anodenbffnungszuckung 
zu bestimmen, schwieriger dagegen, die Grenze fiir die Kathodenbffnungs- 
zuckung festzustellen, welch letzteres ja auch beim Menschen der Fall ist. 
Beim Kaninchen tritt namlich ziemlich bald ein KathodenschlieBungstetanus 
ein; der FuB steht in einer tetanischen Beugestellung. Wird der Strom 
dann geoffnet, erschlaffen die Muskeln, und dem Ungeiibten kann moglicher- 
weise diese Erschlaffung als eine Oeffnungszuckung erecheinen. Wenn der 
Strom hinreichend stark geworden ist, so stellt sich jedoch auch bei Oeffnung 
eine deutliche Beugung des FuBgelenkes ein. 

Um die Versuchstiere in den anaphylaktischen Zustand 
zu versetzen, ist die von Friedemann (13) angegebene 
und auch von Friedberger (14) angewandte Methode der 
Hauptsache nach befolgt worden. Als Antigen wurde rohe 
Kuhmilch, moglichst frisch, in einer Dosis von 3 ccm pro kg 
Kbrpergewicht, intravenos genommen. Nach ungefahr einem 
Monat wurde Reinjektion gemacht, im allgemeinen 4 ccm 
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52 Carl A. Kling, 

pro kg Kdrpergewicht, in einem Falle mit 2, in einem anderen 
mit 3 ccm. 

Um entscheiden zu kdnnen, ob die EinfQhrung von Kuh- 
milch in die Blutbahn auf die ebenbeschriebene Weise eine 
Ver&nderung der elektrischen Erregbarkeit des Nervensystems 
mit sich bringt, ist es natttrlich nStig, die normalen Werte 
der elektrischen Erregbarkeit zu kennen. Eine solche Unter- 
suchung ist bisher meines Wissens nicht an Kaninchen an¬ 
gestellt, jedenfalls nicht verbffentlicht worden. Daher wurde 
an alien Versuchstieren elektrische Prllfun g am Tage vor der 
1. Milchinjektion angestellt. Wiederholt wurde dann die 
elektrische Untersuchung nach ungeffihr einem Monat oder 
in den Tagen gleich vor der Reinjektion, ferner eine kurze 
Weile nach derselben, also w&hrend des anaphylaktischen 
Shocks, und schliefllich am 5.—13. Tage nach der Reinjektion 
oder mit anderen Worten w&hrend der Periode, wo nach 
Friedemanns und Friedbergers Erfahrung die Ana- 
phylaxie auf ihrem Hbhepunkte ist. 

Nach der letzten elektrischen Prflfung wurden die 
Kaninchen durch Blutabzapfen aus der Arteria carotis ge- 
totet. Ihre Sera wurden danach auf den Gehalt an ana- 
phylaktischem ReaktionskOrper auf folgende Weise unter- 
sucht: 4—5 ccm von dem Kaninchenserum wurde V* Stunde 
lang bei' 56° C erhitzt und intraperitoneal einem Meer- 
schweinchen von 300 —400 g Gewicht injiziert; 24 Stunden 
danach wurde 1 ccm rohe Kuhmilch intravenos eingespritzt. 

Vier von den Versuchstieren wurden eine etwas l&ngere 
Zeit am Leben gelassen, noch einmal wurde Kuhmilch in¬ 
jiziert und eine erneute elektrische Untersuchung angestellt, 
worflber mehr unten. 

Wenden wir uns nun einem Studium der Versuchsproto- 
kolle zu, die sich in Tabelle I wiedergegeben linden, so sehen 
wir zunSchst, daft die 20 Tiere die erste Kuhmilchinjektion, 
3 ccm pro kg K6rpergewicht, ohne Reaktion vertrugen. Bei 
der zweiten Milchinjektion dagegen, die 30—31 Tage nach der 
ersten mit im allgemeinen 4 ccm pro kg Korpergewicht, 
gleichfalls intravenos vorgenommen wurde, wurden alle Tiere 
(es waren nun 17, nachdem 3 von ihnen interkurrent ge- 
storben waren) mehr oder weniger krank. Fast sofort oder 
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nach einigen wenigen Minuten warden sie unruhig, legtea sich 
dann hin and zeigten mehr oder weniger ausgesprochene 
Dyspnofi; in den schweren Fallen trat auch Kraropf, sowie 
Harn- and Faecesabgang ein. Einige lagen still, keuchend 
and konnten nicht dazn vermocht werden, sich zu erheben. 
Eines von den Kaninchen starb unter Krampfsymptomen 
15 Minuten nach der Reinjektion. Die Tiere wiesen 
also deutliche Zeichen von Ueberempfindlichkeit 
gegen die injizierte Kuhmilch auf; sie befanden 
sich in einem anaphylaktischenZustande. Dalles sich 
wirklich am einen solchen handelte, zeigte fibrigens die darauf- 
folgende Serumprflfung, die 7—19 Tage nach der Reinjektion 
angestellt wurde, und wobei die mit Kaninchensera passiv 
sensibilisierten Meerschweinchen (siehe Spalte 5) nach intra- 
venoser Injektion von 1 ccm roher Kuhmilch im allgemeinen 
ein deatliches Bild von anaphylaktischem Shock mit DyspnoS, 
Krampf, gestr&ubten Haaren, Jucken und Temperaturfall dar- 
boten. In einem Falle trat der Tod nach 3 Minuten unter 
typischen anaphylaktischen Symptomen ein. 

In der letzten Spalte von Tabelle I finden wir schliefilich 
Angaben fiber die Stromst&rke, ausgedrfickt in Milliamp&re, 
bei welcher KathodenschlieBungs- (K.S.Z.), AnodenschlieBungs- 
(A.S.Z.), Anodenfiffuungs- (A.O.Z.) und Kathodenfiffnungs- 
zuckung (K.O.Z.) bei den einzelnen Untersuchungsgelegenheiten 
eintrat. Der Uebersichtlichkeit wegen sind die Mittelwerte 
der gefundenen Zahlen berechnet und in Tabelle II zusammen- 
gestellt worden. 

Tabelle II. 

Um einen exakten Vergleich zu ermoglichen, sind die Durchschnitts- 
zahlen teils von 17. teils von 12 Tieren (letztere in Klammern angegeben) 
berechnet worden. Von den Kaninchen wurden nur 12 gleich nach der 
ersten Reinjektion aus dem Grunde untersucht, weil Fehler in der elek- 
trischen Leitung auftraten. Ebenso umfaGte die Gruppe, die am 5.—13. Tage 
nach der Reinjektion gepriift wurde, nur 12 Tiere. 



Normal 

30—31 Tage 
nach der 
Sensibilisierung 

Gleich nach der 
Reinjektion 

Am 5.—13. Tage 
nach der 
Reinjektion 

K.S.Z. 

1,05 ( 1,13) 

0,50 (0,48) 

(0,40) 

(0,50) 

A.$.Z. 

2,24 ( 2,55) 

1,67 (1,70) 

(1,75) 

(1,73) 

A.O.Z. 

2,68 ( 3,25) 

1,10 (1,12) 

(1,07) 

(1,03) 

K.6JZ. 

12,61 (12,83) 

4,05 (3,98) 

(3.45) 

(3,34) 
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Carl A. Kling, 


Betrachten wir zunSchst die elektrischen Erregbarkeits- 
verhSltnisse, wie sie sich am Tage, bevor den Tieren Kuh- 
milch injiziert wurde, ansnahmen, odor mit anderen Worten 
die Normalwerte, so finden wir, daB die Kathoden- 
schlieBungszuckung bei 1,05 (1,13) Milliampfere 
eintritt Wie aus dem Versuchsprotokoll hervorgeht, liegen 
die Werte bei der Mebrzahl der Tiere recht nahe diesem 
Mittelwert. Besonders gilt dies fflr die Slteren Tiere. Es 
waren deren bei Beginn des Versuchs 14 Stfick mit einem 
Gewicht von ungeffihr 2000 g und darttber. Unter diesen 
befinden sich jedoch 4, die etwas grOBere Abweichungen auf- 
weisen, nSmlich die Kaninchen No. 2 und 4, die Werte bis 
hinauf zu 2 und 2,2 Milliamp6re zeigen, und No. 7 und 19, 
bei denen die KathodenschlieBungszuckung schon bei 0,5 
und 0,6 Milliamp&re eintrat. Bei den 6 fibrigen Tieren, die 
jfinger waren mit einem Gewicht unter 2000 g, finden wir 
etwas niedrigere Werte: bei 4 von ihnen liegen die 
Werte zwischen 1 und 0,5, bei den 2 fibrigen geht er bis 
auf 0,3 herunter. Die AnodenschlieBungszuckung 
zeigt sich bei 2,24 (2,55) Milliamp&re. Die 
Zahlen, die der Berechnung dieses Wertes zugrunde ge- 
legen, variieren auch nicht besonders; bei den 14 Slteren 
finden wir Zahlen zwischen 1,8 und 3,8, bei den 6 jfingeren 
zwischen 1 und 1,8. Wenden wir uns dann der Anoden- 
fiffnungszuckung zu, so finden wir, daB sie bei 2,68 
(3,25) Milliamp&re eintritt Derselbe Unterschied 
macht sich auch hier zwischen Slteren und jfingeren Tieren 
geltend; bei ersteren stellt sich die Zuckung, was die Mehrzahl 
(12 Stfick) betrifft, zwischen 1,8 und 4 Milliampfcre ein, bei 
den Kaninchen No. 2 und 4 erst bei 6 bezw. 8 Milliampfere. 
Die 6 jfingeren Kaninchen dagegen zeigen Anodenoffnungs- 
zuckung schon zwischen 0,5 und 1,5 Milliamp&re. Die Zahlen 
ffir die Kathodenfiffnungszuckung weisen die grfiBten 
Schwankungen auf; bei den Slteren Tieren tritt sie 
zwischen 10 — 20 Milliamp&re, bei den jfingeren 
zwischen 8 und 16 auf. Wir sehen demnacb, daB bei den 
jfingeren Kaninchen die Zuckung sich etwas frfiher einstellt 
als bei den Slteren, und dies gilt bei Reizung sowohl mit 
Kathode wie mit Anode, bei Oeffnung wie bei Schliefiung des 
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Stromes. Worauf dies beruhen kano, darauf n&her einzugehen 
habe ich hier keinen Anlafi. Ein regelm&Biges Verh&ltnis zwischen 
Alter and Erregbarkeit l&fit sich jedoch nicht nachweisen. Es 
ist wohl auch anzunehmen, daB die groBen Variationen bei 
der KathodenOflfnung teilweise auf der Schwierigkeit beruhen, 
exakt die geringste Stromstfirke abzulesen, bei welcher die 
Zuckang aaftritt. Wir kdnnen ferner konstatieren, daB die 
Eeihenfolge, in welcher die verschiedenen Zuckungen sich ein* 
stellen, im allgemeinen dieselbe ist wie beim Menschen; zuerst 
zeigt sich die KathodenschlieBangszuckung, dann kommt die 
beim Anodenschlusse, danach die AnodenOffnungs- and zuletzt 
die Kathodenbfifnangszuckung. Die Zahlenwerte weichen auch 
nicht in hOherem Grade von denjenigen ab, die Mann und 
Thiemich (15) ftlr das liber 8 Wochen alte Kind gefunden 
haben. Die entsprechenden Zahlen sind nach diesen Forschern 
1,41, 2,24, 3,63 und 8,22. 

Nachdem wir nun die normalen Werte fflr die elektrische 
Erregbarkeit kennen gelernt haben, wollen wir zusehen, wie 
diese sich w&hrend des anaphylaktischen Zustandes verhfilt. 
Einen Monat nach der Sensibilisierung, d. h. zu dem Zeit- 
punkt, wo eine Reinjektion von Kuhmilch ana- 
phylaktische Symptome hervorruft, isteinerecht 
betr&chtliche Steigerung der elektrischen Er¬ 
regbarkeit eingetreten, oder mit anderen Worten, die 
zur Hervorrufung der verschiedenen Zuckungen erforderliche 
Stromstfirke liegt nun nicht unbedeutend niedriger als vorher. 
Die KathodenschlieBungszuckung erscheint nun bei 
0,50Milliamp6reim Durchschnittanstattbei 1,05normaler- 
weise. Der hdchste Wert ist nun 0,8, der niedrigste 0,2. Aus 
dem Yersuchsprotokoll geht hervor, daB die Steigerung sich 
bei alien Tieren findet mit Ausnahme von 2, nfimlich den 
Kaninchen 10 und 14. Diese Tiere haben jedoch norm ale, 
niedrige Kathodenschliefiungszahlen, beide 0,3 Milliamp&re. 
Die Anodenschliefiungszuckung tritt nun durch- 
schnittlich bei 1,67 auf, normal bei 2,24; die Variationen 
liegen nun zwischen 2,6 und 1,2 Milliampfere, vorher zwischen 
3,8 und 2,2. Von den 17 Kaninchen, die bei dieser Gelegen- 
heit geprflft wurden, wiesen 12 eine Steigerung der elektrischen 
Erregbarkeit auf. Von den flbrigen 6 steht eins (No. 16) auf 
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demselben Punkte wie vorher; die flbrigen 4 zeigen Anoden- 
schlieBungswerte, die unbedeutend hdher als die Anfangszahlen 
sind. Zu beacbten ist indessen, daB alle 4 Tiere junge In- 
dividuen sind mit niederen Normalwerten. Der Anoden- 
Offnungswert ist gleichfalls gesunken, von 2,68 anf 1,10. 
Die Senkung betriflFt 14 Tiere; die iibrigen 3, die junge In- 
dividuen mit niedrigen Normalwerten sind, sind in demselben 
Erregbarkeitszustand verblieben, was die Anodendffnung be- 
trifft. Am stfirksten ausgesprochen ist die Steigerung bei der 
Kathodendffnung, und zwar durchgehends fflr alle Tiere; 
die Werte sind nun gefallen auf 4,05 von 12,61 normal, die 
Variationen bewegen sich zwischen 8 und 2,7. Interessant ist 
es auch zu sehen, daB die Reihenfolge des Auftretens der 
verscbiedenen Zuckungen umgedreht ist; die Anodendffnungs- 
zuckung kommt nun vor der AnodenschlieBungszuckung, also 
dasselbe Verhaltnis, wie es statthat, wenn die elektrische Er- 
regbarkeit beim Kinde gesteigert wird (Mann und Thiemich). 

Nachdem ich so eine elektrische Uebererregbarkeit beim 
Kaninchen einen Monat nach der Sensibilisierung konstatiert 
hatte, lag es nahe, sich zu denken, daB die Erregbarkeit noch 
eine weitere Steigerung wfihrend des Shocks nach der Milch- 
reinjektion erfahre. Die Tiere wurden geprflft, nachdem sie 
sich einigermaBen von dem Shock erholt hatten. Bei einigen 
Tieren konnte nun wirklich eine weitere Steigerung festgestellt 
werden, bei anderen dagegen fand ich ungef&hr dieselben 
Werte wie bei der vorigen PrQfung. Eine gewisse Differenz, 
wenn auch klein, gibt sich indessen in den Durchschnittszahlen 
zu erkennen (siehe Tabelle II), am deutlichsten ausgesprochen 
wieder bei der Kathodenbffnung. Die Differenzen sind jedoch 
zu gering, als daB ihnen groBere Bedeutung beigemessen 
werden konnte. 

Bei der Methode zur HerbeifOhrung eines anaphylaktischen 
Zustandes bei Kaninchen, die hier zur Anwendung gekommen 
ist, erreicht, wie bereits erwahnt, die Ueberempfindlichkeit 
ihren Hdhepunkt ungefahr 8 Tage nach der zweiten Injektion 
des sensibilisierenden Stoffes. Wenn man namlich zu diesem 
Zeitpunkt eine neue fihnliche Injektion macht, so sterben, nach 
Friedemanns und Friedbergers Angaben, die Kaninchen 
im allgemeinen an Anaphylaxie. Es war daher von Interesse, 
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zu untersuchen, ob vielleicht die Kaninchen eine weitere Steige- 
rung der elektrischen Erregbarkeit nach der zweiten Milch- 
injektion aufweisen wflrden. 12 von den Tieren wurden zu 
diesem Zwecke am 5. bis 13. TagenachderReinjektion 
untersucht. Die Durchschnittswerte der Strom st&rke liegen in- 
dessen, wie aus Tabelle II zu ersehen ist, andauernd sehr nahe 
den bei den beiden vorhergehenden Prtifungen erhaltenen, 
was die KathodenschlieBungs-, die AnodenschlieBungs- und die 
Anodendffnungszuckung betrifft Nur bei der Kathoden- 
Cffnnng tritt eine weitere Steigerung hervor, von 
3,98 bezw. 3,45 Milliamp&re bei den beiden vorhergehenden 
Prttfungsgelegenheiten auf 3,34. Wie das Versuchsprotokoll 
zeigt, betrifft die Steigerung 7 von den 12 Tieren, w&hrend die 
fibrigen ungef&hr in demselben Erregbarkeitszustand verbleiben. 
Es ist jedoch in Betracht zu ziehen, daB es sich hierbei um 
die Kathodenbffnung handelt, und daB es, wie oben betont, 
schwierig ist, die betreffende Reizschwelle exakt festzustellen. 

Wir haben nun die Verfinderung der elektrischen Erreg¬ 
barkeit bis zum 13. Tage nach der zweiten Milchinjektion ver- 
folgt und konstatiert, daB eine Steigerung derselben noch zu 
dieser Zeit existiert. Nachdem die 12 Tiere, an denen diese 
Beobachtung gemacbt worden war, zwecks der obenerw&hnten 
SerumprQfung getbtet worden und eins von den Tieren (No. 11) 
im anaphylaktischen Shock bei der zweiten Injektion gestorben 
war, waren noch 4 (No. 17, 18, 19 und 20) ttbrig. Diese 4 
Kaninchen wurden mit dem galvanischen Strom am 20. Tage 
nach der zweiten Milchinjektion untersucht. Dabei 
zeigte es sich, daB eine nicht unbedeutende Ver&nderung in 
ihrem elektrischen Erregbarkeitszustande eingetreten war, 
seitdem sie zuletzt, d. h. gleich nach der zweiten Injektion, 
geprflft worden waren (siehe das Versuchsprotokoll und 
Tabelle III, die die Mittelwerte fiir diese 4 Kaninchen w&hrend 
des ganzen Verlaufes der Untersuchung wiedergibt). Am 
wenigsten ver&ndert ist die Erregbarkeit bei der Kathoden- 
schliefiung. Bei den Tieren No. 17, 19 und 20 finden sich 
genan dieselben Werte wieder, bei No. 18 dagegen ist sie von 
0,2 Milliamp&re auf 0,7 gesunken. Bei der AnodenschlieBung 
hat durchgehends eine Senkung stattgefunden, und bei der 
AnodenOffnung ist das gleiche der Fall bei 3 von den 4 Ka- 
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Tabelle III. 



Normal 

30—31 Tage 
nach der Sen- 
sibilisierung 

Kurz 
nach der 
Eeinjekt 

Am 

20. Tage 
nach der 
Reinjekt. 

Kurz 
nach der 
zweiten 
Reinjekt. 

Am 5. Tage 
nach der 
zweiten 
Reinjektion 

K.S.Z. 

1,32 1 

0,47 

0,32 

0,45 

1,10 

0,50 

A.S.Z., 

2,87 

1,87 

1,27 

2,20 

3,25 

1,60 

A.QZ. 

3,12 

1,15 

0,85 

1.52 

2,90 

1,05 

K.O.Z, 

12,37 

3,72 

3,17 

9^5 | 

12 

6,87 


ninchen. Die grOBte Verschiedenheit tritt jedoch bei der 
Kathodenbffnung hervor; bei alien Tieren stellt sich die 
Zuckung bedeutend spftter als vorher ein. Vergleichen wir 
die Durchschnittswerte (Tabelle III), so linden wir bei der 
ersteren Gelegenheit die Zahlen: 0,32, 1,27, 0,85, 3,27 und 
bei der letzteren bzw. 0,45, 2,50, 1,52 und 9,25. Die elek- 
trische Erregbarkeit ist demnach bei diesen 4 
Kaninchen, bei denen sie vorher bedeutend ge- 
steigert gewesen war, wieder gesunken und hat be- 
gonnen, sich dem normalen Zustande zu nShern. Interessant 
ist es, in diesem Zusammenhange sich an die Beobachtung 
zu erinnern, die Do err und Russ (16) betreffs des Auf- 
tretens und Verschwindens des anaphylaktischen Reaktions- 
korpers bei allergischen Kaninchen gemacht haben. Sie fanden 
n&mlich, daB er w&hrend der folgenden Tage an Menge zu- 
nimmt, daB aber am 20. Tage eine betr&chtliche Verminderung 
stattgefunden hat, und daB er am 30. Tage vollsULndig ver- 
schwunden ist. Ich will jedoch in Anbetracht der kleinen 
Zahl der Tiere aus dieser Analogie nicht den SchluB ziehen, daB 
ein direkter Zusammenhang zwischen der Menge des anaphy¬ 
laktischen Reaktionskorpers und der elektrischen Erregbarkeit 
besteht. 

Nachdem so eine Senkung der elektrischen Erregbarkeit 
am 20. Tage konstatiert war, erhob sich ganz natflrlich die 
Frage, ob eine neue Milchinjektion die elektrische Erregbar¬ 
keit wieder in derselben Riclitung wie bei den frilheren Ge- 
legenheiten verSndern wtirde. Die 4 Kaninchen erhielten 
daher noch einmal Kuhmilch intravenbs, 4 ccm pro kg KOrper- 
gewicht unmittelbar nach der erwkhnten elektrischen Prflfung. 
Drei von den Tieren (No. 17, 18 und 20) reagierten dabei 
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h5chst unbedeutend, wenn Oberhaupt. Nur das Kaninchen 
No. 19 zeigte eine mfifiige Dyspnoe, sowie Ham- und Faeces- 
abgang. Bei der gleich darauf vorgenommenen elektrischen 
Untersuchung ergab es sich, daB eine weitere, hbchst frap- 
pante Senkung der elektrischen Erregbarkeit bei alien Tieren 
stattgefnnden hatte, eine Ver&nderung, die demnach im Laufe 
von weniger als einer Stnnde eingetreten war. Die Mittel- 
werte liegen nun sehr nahe den normalen (Tabelle HI). 
Welches die Ursache der rasch auftretenden Senkung der 
elektrischen Erregbarkeit ist, lasse ich bis auf weiteres dahin- 
gestellt, doch ist zu beachten, daB bei dieser Gelegenheit 
keine oder hochst unbedeutende anaphylaktische Symptome 
bei den Kaninchen hervortraten, was dagegen bei der vorher- 
gehenden Milchiqjektion der Fall gewesen war, wo die elek¬ 
trische Erregbarkeit noch weiter anstieg. 

Am 5. Tage nach dieser letzten Milchinjektion 
wurden die Kaninchen einer erneuten elektrischen Prfifung 
unterzogen. Eine Steigerung war wieder ein¬ 
getreten; die Mittelwerte liegen nun recht tief unter den 
normalen, obwohl die Steigerung, was die Kathodenbffnungs- 
zuckung betrifft, nicht so grofi ist wie vorher. Die Kaninchen 
wurden dann im Laufe der n&chstfolgenden Tage getotet. 
Nur bei einem der Tiere (No. 19) konnte indessen nun die 
Gegenwart eines anaphylaktischen Reaktionskbrpers mit Sicher- 
heit im Blute nachgewiesen werden. 

* * 

* 

Die obigen Versuche zeigen also, daB eine EinfOhrung 
von Kuhmilch in die Blutbahn bei Kaninchen eine Ver&nderung 
der elektrischen Erregbarkeit der Nerven herbeifflhrt; w&hrend 
einer gewissen Zeit befinden sie sich in einem 
Zustande von elektrischer Uebererregbarkeit. 
Wir kdnnen demnach mittelst des galvanischen Stromes eine 
Abnormit&t bei dem sensibilisierten Tiere entdecken, das, so- 
fern es sich nicht urn ein toxisches Antigen handelt, einige 
Tage nach der Injektion in einen scheinbar vollkommen nor¬ 
malen Zustand zurQckkehrt So &uBert sich R i c h e t (17) 
neulich hierOber: „Chez les lapins et les cobayes, apr&s in¬ 
jection de sdrum, vers le 10 e et 15 e jour, l’app^tit est revenu, 
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et les animaux reviennent k leur poids initial, et arrivent 
m&ne k le d6passer.“ 

Was ferner die Frage, die uns hier zun&chst interessiert, 
n&mlich das Verh&ltnis zwischen der Spasmopbilie and der 
Anaphylaxie, betrifft, so haben diese Versuche gezeigt, daB 
wfihrend des anaphylaktischen Zustandes (nach Sensibilisierung 
mit Kuhmilch) dasselbe Symptom vorkommt wie w&hrend des 
spasmopbilen, n&mlich die elektrische Uebererregbarkeit, die 
ja eines der wichtigsten Kennzeicben fflr diese Krankheit ist. 
Das Ergebnis dieser Untersuchung steht flbrigens in einer 
gewissen Uebereinstimmung mit dem, was wir zuvor von dem 
klinischen Versuch her wissen. Bei dem Versuchstier gelingt 
es uns, durch intravenose Einspritzung von roher Kuhmilch 
eine elektrische Uebererregbarkeit hervorzurufen; bei dem 
S&ugling ist es mbglich, wie das Finkelstein (18) nach- 
gewiesen hat, durch Verminderung und Vermehrung der Kuh- 
milchnahrung die elektrische Erregbarkeit zu regulieren. Der- 
selbe Forscher hat ferner festzustellen versucht, welche Sub- 
stanz es ist, die in der Kuhmilch die Ver&nderung der elek- 
trischen Erregbarkeit bewirkt. Er schreibt darflber: „Wahr- 
scheinlich hat die Stdrung mit dem Kasein, dem Milchfett 
und Milchzucker nichts zu tun, denn deren Zufiigung zu einer 
die Erregbarkeit mildernden Di&t (Frauenmilch, Mehl) hat keine 
nachteiligen Folgen. Wohl aber hat die Molke dieselbe er- 
regbarkeitssteigernde Wirkung wie die Kuhmilch, so daB ver- 
mutlich ein in ihr gelbster K5rper in irgendwelcher Weise 
beteiligt ist.“ Und weiter: „Bedenkt man, daB die eigentiim- 
liche Ver&nderung der elektrischen Erregbarkeit auf eine 
Beteiligung der Elektrolyte hinweist, so wird der Gedanke 
an eine Anomalie des Salzstoffwechsels wahrscheinlich.“ 

Was nun diese letztere Frage betrifft, so lassen sich auch 
aus meinen Versuchen keine bestimmten Schlilsse ziehen. 
Doch weisen sie in eine gewisse Richtung. W T ir haben n&m- 
lich gesehen, daB die elektrische Erregbarkeit am meisten 
gesteigert war wiihrend der Periode, wo die Kaninchen sich 
in einem vollausgepragten Ueberempfindlichkeitszustand be- 
fanden. Es liegt daher die Annahme nahe, daB die sensibili- 
sierende Substanz beim Hervorrufen der Ver&nderung im 
Nervensystem eine Rolle gespielt hat. Nun nehmen bekannt- 
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lich die meisten Forscher zorzeit an, dafi es nur Proteln- 
substanzen sind, die als Anaphylaktogene wirken kOnnen. In- 
dessen finden sich ja EiweifikOrper auch in der Molke, and 
das klinische Experiment und der Tierversuch brauchen daher 
nicht in verschiedene Richtungen zu weisen. Im Obrigen ist 
es nicht vdllig bewiesen, dafi nur Eiweifisubstanzen Ana- 
phylaxie hervorrufen kOnnen. Jedenfalls scheint es mir m6g- 
lich, dafi man mittelst des Tierversuches wird entscheiden 
kdnnen, welche Substanz in der Kuhmilch es ist, die bei der 
Veranderung der elektrischen Erregbarkeit wirksam ist. 

Zusammenfassung. 

Fflhrt man rohe Kuhmilch in die Blutbahn von Kaninchen, 
in einer Dosis von 3 ccm pro kg KOrpergewicht, ein, so tritt 
bei ihnen eine Steigerung der elektrischen Erregbarkeit der 
motorischen Nerven ein. 

Bei den obigen Versuchen zeigte es sich, dafi die Er¬ 
regbarkeit einen Monat nach der Injektion bedeutend ge- 
steigert war. Zu diesem Zeitpunkt wiesen die Kaninchen 
eine ausgesprochene Ueberempfindlichkeit fflr eine erneute 
intravenSse Injektion roher Kuhmilch, 4 ccm pro kg KSrper- 
gewicht, auf. 

Infolge der Reinjektion trat eine weitere, wenn auch un- 
bedeutende, Steigerung der Erregbarkeit bei der Kathoden- 
Offnung ein, nachweisbar noch am 13. Tage nach derselben. 

Am 20. Tage nach der Reinjektion war dagegen die Er¬ 
regbarkeit wieder gesunken und hatte begonnen, sich dem 
normalen Zustande zu n&hern. 

Eine noch einmal wiederholte Injektion von roher Kuh¬ 
milch steigerte aufs neue die elektrische Erregbarkeit, obwohl 
nicht in demselben Grade wie vorher. 
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Nachdruck verboten. 

[Aus der experimentell-biologischen Abteilung (Prof. H. Sachs) 
des Konigl. Institutes filr experimen telle Therapie in Frankfurt a. M. 
(Direktor: Wirklicher Geheimer Rat Professor P. Ehrlich).] 

Ueber die Wirkung des Cobragiftes anf die Komplemente. 

III. Mitteilung. 

Zugleich ein Beitrag zur Kenntnis der h&molytischen Komplemente. 

Von Dr. H. Rita, Assistent am Institut. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 22. Januar 1912.) 

In zwei vorangehenden Mitteilungen haben Omorokow 1 ), 
sowie Sachs und Omorokow 2 ) iiber die Wirkung des Cobra¬ 
giftes auf die Komplemente berichtet und dabei insbesondere 
die eigentfimliche Tatsache beschrieben, daB Meerschweinchen- 
serum, welches nach Einwirkung von Cobragift seiner Kom- 
plementfunktion beraubt ist, sowohl durch Mittelstflck als auch 


1) L. Omorokow, diese Zeitschr., Bd. 10, 1911, p. 285. 

2) H. Sachs und L. Omorokow, diese Zeitschr., B. 11, 1911. 
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durch Endstflck in seiner Wirkung auf ambozeptorbeladene 
BlutkOrperchen quantitativ restituiert werden kann. Es ist 
bereits von den Autoren die Mflglichkeit in Betracht gezogen 
worden, daB diese eigentflmliehe Art der Komplementinakti- 
vierung, welcher ttberdies eine allgemeinere Bedeutung zu- 
zukommen scheint, durch die Annahme eines dritten Faktors 
bei der Komplementwirkung auBer den bereits als Mittelstflck 
und Endstflck bezeichneten Eomponenten eine Erkl&rung finden 
kflnnte. Die Untersuchungen, fiber die im folgenden berichtet 
werden soil, schliefien sich hier an, und wenn sie auch vor- 
lflufig nur mit Vorbehalt im Sinne der diskutierten Annahme 
verwertet werden dfirfen, so war dieselbe jedenfalls fflr Frage- 
stellung und Versuchsanordnung maBgebend. 

Was die Methodik anlangt, so wurde die Inaktivierung des Kom¬ 
plemente durch Cobragift stets in der von Omorokow beschriebenen 
Weise derart vorgenommen, dafi 0,5 ccm Meerschweinchenserum mit 02 ccm 
V e -proz. Cobragiftldsung l‘/ 4 Stunde bei 37 0 digeriert wurden. Die Titrierung 
des derart behandelten Komplements erfolgte allein resp. mit Zusatz von 
anderen Bestandteilen mdglichst rasch. Jedoch konnte bei dem immerhin 
erforderlichen Zeitaufwand ein Fortschreiten der Cobragiftwirkung durch 
das nach 17 4 - 8 tundigem Digerieren, wenn moglich, vorgenommene Verdiinnen 
der Mischung auf einen Gehalt von 10 Proz. Meerschweinchenserum ent- 
sprechend den Erfahrungen von Omorokow vermieden werden. Als Blut- 
korperchen wurde Hammelblut in 7—8-proz. serumfreier Suspension ver- 
wandt, das mit einem vom Kaninchen stammenden Ambozeptor, entsprechend 
ca. 12 Ambozeptoreinheiten, sensibilisiert war. Die Ablesung der Besultate 
geschah nach 2-stiindigem Verweilen im Thermostaten, eventueil nach Auf- 
bewahrung im Eischrank bis zum folgenden Tage. 

In den folgenden Tabellen bedeuten: k = komplette, fk = fast kom- 
plette, st = starke, m = miifiige, w = wenig, Sp = Spur. Spch =? Spiirchen, 
0 = keine Hamolyse. 

Bei der Zerlegung von Meerschweinchenserum in die Albumin- und 
Olobulinfraktion wurde stets in der Weise verfahren, dafi ein Teil Meer- 
schweinchenserum mit 4 Teilen destillierten Wassers verdiinnt wurde. Nach 
5 Minuten langem Einleiten von Kohlensaure wurde zentrifugiert. Die 
Sedimentteile wurden nach Waschen mit destilliertem Wasser auf das 
doppelte Volumen der urspriinglich verwandten Serummenge mit H a O auf- 
gefiillt, der Abgufiteil kam direkt zur Verwendung, so dafi er 5-fach ver- 
diinntem Meerschweinchenserum entsprach. Die derart gewonnenen Kom- 
ponenten wurden stets einzeln und auf die durch ihr Zusammenwirken 
bedingte Restitution gepriift. Die Mengen, welche in den folgenden 
Tabellen angegeben sind, beziehen sich auf unverdiinntes Meerschweinchen- 
serum. 
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Um zun&chst die Tatsache, dafi Mittelstflck and Endstflck 
nach der Einwirkung des Cobragiftes im Meerschweinchen- 
serum zugleich vorhanden sind, zu erh&rten, wurde unter- 
sucht, ob in der digerierten Mischung von Cobragift und 
Meerschweinchenserum mittels der Kohlensauremetbode noch 
beide Komponenten sich voneinander trennen lassen. Zu 
diesem Zweck wurde folgendermafien verfahren: 

Mit Cobragift behandeltes Meerschweinchenserum wurde nach Zufiigen 
von destilliertem Wasser (1 ccm Meerschweinchenserum ad 5,0 ccm) durch 
Einleiten von Kohlensaure getrennt. Gleichzeitig wurden aus normalem 
Meerschweinchenserum die beiden Komponenten gewonnen. 

Es wurden sodann absteigende Mengen: 

I. des mit Cobragift behandelten Meerschweinchenserums: 

a) allein, 

b) unter Zusatz von 0,05 ccm normalen Abgusses, 

c) unter Zusatz von 0,1 ccm normalen Sedimentes; 

II. des aus Cobra-Meerschweinchenserum gewonnenen Abgusses: 

a) unter Zusatz von 0,1 ccm normalen Sedimentes, 

b) unter Zusatz von 0,1 ccm Cobrasedimentes; 

III. des aus Cobra-Meerschweinchenserum gewonnenen Sedimentes: 

a) unter Zusatz von 0,05 ccm normalen Abgusses; 

b) unter Zusatz von 0,05 com Cobraabgusses; 

mit je 1 ccm sensibilisierten Hammelblutes digeriert. Gesamtvolumen 2,25 ccm. 
Das Ergebnis zeigt Tabelle I. 


Tabelle I. 


Ab- 

stei^ende 

Mengen 

Cobra- 

Hamolyse von sensibilisiertem Hammelblut durch absteigende 

Mengen 

I. des mit Cobragift be- 

der aus Cobra-Meerschweinchen- 

Meerschw- 

Serums 

handelten Meersch wemchen- 
serums 

serum gewonnene 
II. Abgufl 

in Komponenten 
III. Sediment 

resp. seiner 
Kom- 


b) +0,05 

C) +0,1 

a) +0,1 

b)+0,1 
Cobra- 

a) +0,05 

b) +0,05 

ponenten 

a) allein 

normaler 

normal es 

normales 

normaler 

Cobra- 

ccm 

Abgufl 

Sediment 

Sediment 

sediment 

Abgufl 

abgufl 

0,1 

0 

fk 

k 

k 

0 

k 

0 

0,05 

0 

St 

k 

k 

0 

k 

0 

0,025 

0 

St 

k 

k 

0 

k 

0 

0,015 

0 

St 

k 

k 

0 

k 

0 

0,01 

0 

St 

k 

k 

0 

St 

0 

0,005 

0 

St 

1 St 

m 

0 

st 

0 

0,0025 

0 

m 

w 

w 

0 

w 

0 

0 

0 

Spch 

0 

0 

o 

Spch 

0 


Aus der Tabelle ergibt sich, daB in der Tat aus dem 
mit Cobragift behandelten Meerschweinchen- 
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3 ernm die beiden Komponenten in wirksamer 
Form i8oliert werden kOnnen. Es zeigt sich, daB der 
ans Cobra-Meerschweinchenserum gewonnene Abgufi durch 
normales Sediment, aber nicht dnrch das Sediment des 
Cobra-Meerschweinchenserums aktiviert wird, und umgekehrt 
verhfilt sich das Sediment des Cobra-Meerschweinchenserums. 
Es ist also ans dem inaktiven Cobra-Meerschweinchensernm 
dnrch Kohlensfiuref&llung sowohl Mittelstflck als auch End- 
stflck isoliert gewonnen worden, die in gegenseitiger Kom- 
bination nnwirksam sind, w&hrend sie im Verein mit der 
korrespondierenden Komponente des normalen Serums eine 
sehr erhebliche Wirkung entfalten 1 ). Wenn man also zur 
Erkl&rung der Wirkung des Cobragiftes auf das Eomplement im 
Sinne einer Larviernng beider Komponenten annehmen wollte, 
daB etwa Mittelstflck und Endstflck irgendwie zu einer inerten 
Verbindungvereinigt sind, so muB man zum mindesten schlieBen, 
daB die Trennung der beiden Komponenten bereits durch die 
fibliche Ausf&llung der Globuline gelingt. 

Folgt man nun der Annahme, daB ein dritter Faktor fflr 
die Komplementwirkung noch in Betracht kommt, so wtirde 
sich ergeben, daB dieser sowohl in dem mit Cobragift be- 
handelten Meerschweinchenserum, als auch in den aus ihm 
erhaltenen Globulin- und Albuminteilen fehlt, dagegen sowohl 
im Globulinr, als anch im Albnminteil des normalen, nach 
der von uns geflbten Weise getrennten Meerschweinchenserums 
vorhanden ist Um dieser Frage weiter nachzugehen, habe 
ich nun nach Mitteln gesucht, welche Meerschweinchenserum 

1) Eines Hinweisee bedarf vielleicht die Tatsache, dafi bei der Akti- 
vierung des aus Cobra - Meerschweinchenserum gewonnenen Sedimentes 
dnrch normalen Abgufi starkere hamolytische Grade erzielt wurden als bei 
der entsprechenden Aktivierung dee gesamten Cobra-Meerschweinchenserums. 
Es sm in dieser Hinsicht daran erinnert, dafi die Aktivierung dee durch 
Cobragift inaktivierten Serums durch Endstiick, wie eich das bereits aus 
den Untersuchungen von Omorokow ergeben hatte, nicht immer mit 
solcher Pragnanz erfolgt als diejenige durch Mittelstiick. Ee bilden, wie 
es die Versuche Omorokows wahrscheinlich erscheinen laesen, dabei 
antagonistische Einfliisee eine stdrende Interferenz, und man wird vielleicht 
nicht fehlgehen in der Annahme, dafi dieee unter Umstanden bei Ver- 
wendung des isolierten Globulinteiles weniger markant in Erscheinung treten. 

ZeitKhr. t ImmuottMufonchoav. Orlff. B4. 2111. 5 
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seiner Komplementwirkung berauben und auch nicht mehr 
die eine oder die andere der beiden bekannten Komponenten 
nachweisbar erscheinen lassen, aber dennoch das mit Cobra- 
gift behandelte Meerschweiochenserum zu aktivieren imstande 
sind. Es lag hierbei nahe durch Erhitzen inaktiviertes Meer- 
schweiuchenserum zu beuutzeu, da ja bekannt ist, daB das in 
Qblicher Weise inaktivierte Meerschweinchenserum sich nicht 
ohne weiteres durch MittelstQck- oder EndstQckzusatz aktivieren 
Uifit. Allerdings geben Mutermilch 1 2 ) und Marks 1 ) auf 
Grund neuerer Untersuchungen, von denen ich erst w&hrend 
der AusfOhrung meiner Versuche Kenntnis erhielt, an, daB 
durch geeignetes Erhitzen und besonders durch eine begrenzte 
Dauer desselben Meerschweinchenserum derart inaktiviert 
werden kann, daB insbesondere die MittelstQckkomponente 
noch nachweisbar ist. Es liegt nicht im Rahmen dieser Arbeit, 
auf diese Befunde der Autoren n&her einzugehen, und ich ver- 
fflge auch vorl&ufig nicht Gber Erfahrungen in dieser Richtung. 
Fttr die vorliegenden Zwecke erschien es zun&chst hinreichend, 
das zur Benutzung gelangende thermoinaktieverte Meer¬ 
schweinchenserum daraufhin zu kontrollieren, ob eine Re¬ 
stitution seiner Wirkung durch MittelstQck- oder EndstQck- 
zusatz erfolgt. Derartige Kontrollen wurden in jedem Versuch 
ausgefQhrt, und es ergab sich regelm&Big, daB 1 /s _st h nc lige8 
Erhitzen auf 54° genQgte, urn eine h&molytische 
Wirkung auch nach EndstQck- oder MittelstQck- 
zusatz nicht in Erscheinung treten zu lassen. Als 
Beispiel sei folgender Versuch angefQhrt. 

Absteigende Mengen: 

I. V 2 Stunde auf 52° erhitzten Meerschweinchenserums; 

II. V* Stunde auf 54° erhitzten Meerschweinchenserums wurden: 

a) allein, 

b) unter Zusatz yon je 0,04 ccm Abgufi (Albumin aue normalem 
Meerschweinchenserum), 

c) unter Zusatz von je 0,1 ccm Sediment (Globulin aus normalem 
Meerschweinchenserum); 

mit je 1 ccm sensibilisierten Hammelblutes digeriert. 

Das Ergebnis zeigt Tabelle 1L 


1) St. Mutermilch, Compt. rend. Soc. Biol., T. 70, 1911, No. 14. 

2) H. K. Marks, diese Zeitschr., Bd. 11, 1911, p. 18. 
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TabeUe II. 


Mengen des 
Meer- 

Hamolyse von 

1 ccm sensibilisierten Hammelblutes 


I. durch 



II. durch 


Bchweinchen- 

52 °-Meerechweinchen8erum 

54 "-Meerschweinchenserum 

serums 

ccm 

a) allein 

b) +Ab- 
gufi 

c) + Sedi¬ 
ment 

a) allein 

b) + Ab- 
gufi 

c) -(-Sedi¬ 
ment 

0,1 

Sp 

k 

w 

0 

0 

0 

0.05 

Spch 

fk 

Spch 

0 

0 

0 

0,025 

Spch 

St 

Spch 

0 

0 

0 

0,015 

Spch 

m 

0 

0 

0 

0 

0,01 

0 

w 

0 

0 

0 

0 

0,005 

0 

Sp 

0 

0 

0 

0 

0,0025 

0 

Spch 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 


Wie die Tabelle zeigt, gelingt bei Erhitzen des Meer- 
schweinchenserums auf 52° noch eine gewisse Restitution, 
die besonders bei Endstfickzusatz entsprechend den Angaben 
von Mutermilch und Marks ziemlich stark in Erscheinung 
tritt. Dnrch das Vj-stttndige Erhitzen auf 54° ist 
jedoch mit dem g&nzlichen ErlQschen der Korn- 
plementfunktion anch die Mbglichkeit einer Re- 
stition dnrch Mittelstiick- Oder Endstttckzusatz 
aufgehoben 1 2 ). Obwohl also das durch Erhitzen auf 54° 
inaktivierte Komplement anch frei von jeder der beiden 
Koroponenten erscheint, erwies es sich beffihigt, das dnrch 
Cobragiftwirknng inaktivierte Meerschweinchenserum zn „akti- 
vieren“ *). 

In dem folgenden Versnchsbeispiel, das zum Beleg hierfflr 
angefflhrt sei, wurden anch durch Erhitzen auf 56 0 inaktivierte 
Serumproben in den Bereich der Untersuchung gezogen. 


1) Besondere Yersuche, in denen das auf 54° erhitzte Meerschweinchen- 
serum zunachst mit den sensibilisierten Blutkorperchen digeriert wurde und 
erst spiter Endstuckzusatz erfolgte, lieBen die Vermutung, dafi derart in- 
aktiviertes Serum etwa als Mittelstiick im Sinne der von Brand be- 
schriebenen NaCl-Modifikation wirken kbnnte, als irrig erscheinen. 

2) Auch in den folgenden Versuchen wurde die Bestituierbarkeit des 
thermoinaktivierten Serums durch Mittelstiick oder Endstiick stets kon- 
trolliert. Da das Ergebnis beim Erhitzen auf 54° jedoch immer mit dem 
in Tabelle II angegebenen iibereinstimmte, darf wohl von der Wiedergabe 
dieser Kontrollversuche abgesehen werden. 

5* 
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Absteigende Mengen: 

I. rait Cobragift behandelten Meerschweinchenserums; 

II. nativen Meerschweinchenserums (Kontrollen) wurden: 

a) allein, 

b) unter Zusatz von je 0,04 ccm CO,-Abgufl, 

c) unter Zusatz von je 0,1 ccm CO,-Sediment, 

d) unter Zusatz von je 0,1 ccm 54 “-Meerschweinchenserums, 

c) unter Zusatz von je 0,1 ccm 56 °-Meerschweinchenserums l ); 

mit je 1 ccm sensibilisierten Hammelblutes digeriert. 

Das Ergebnis zeigt Tabelle III. 

Tabelle III. 


Hamolyse von 1 ccm sensibilisierten Hammelblutes duroh 


Mengen 

I. Cobra-Meerschw.-Serum 

II. Normal-Meersohw.-Serum 

von 

L und II. 

a 

•53 

^ C3 

as 

OD H 

35k 

• 

o 

CO . 
to QD 

*§ 

A 

5 ^ 
GD G 

o' 

t&GQ 

o' 

CO . 
iOQQ 



+ & 

, V 

+ a 


+ s 

*3 

+1 

+ a 


+£ 

ccm 

IT 

S 

s 

73 

S 

s 

«S 

V 

73 

s 

oa 

Spch 

w 

k 

k 

Sp 

k 

k 

k 

k 

k 

0,05 

b 

m 

k 

k 

Sp 

k 

k 

k 

k 

k 

0,025 

0 

st 

k 

k 

Spch 

m 

k 

m 


st 

0,015 

0 

st 

m 

fk 

Spch 

w 

k 

w 

m 

m 

0,01 

0 

fk 

m 

m 

Spch 

Sp 

fk 

Sp 

Sp 

Sp 

0,005 

0 

w 

Sp 

Sp 

Spch 

Spch 

st 

Spch 

Spch 

Spch 

0,0025 

0 

0 

0 

S s 

Spch 

0 

Sgch 

T* 

Spch 

0 

8 f 

0 

o 

Spch 

0 

0 

0 

Wie 

die 

Tabelle zeigt, wird 

also 

dur 

ch d 

as d 

urch 

Er hitz 

en auf 54° inakti 

vier 

te M 

eers 

chw 

eine 

hen- 

serum, 

ebe 

!DSO 

wie 

dure 

h di 

e als 

Mittelstflek 

und 


Endstttck bezeichneten Komponenten eine Re¬ 
stitution des mit Cobragift behandelten Kom- 
plementes herbeigefflhrt, die man auf Grand 
eines Vergleiches der Eolumnen I und II der 
Tabelle als ann&hernd quantitativ ansprechen 
kann. Es sei gleich im AnscbluB an diese Feststellung darauf 
hingewiesen, dafi die Therm ostabilit&t der hier interferierenden 
Funktion nur eine relative zu sein scheint. Denn das auf 
56° erhitzte Meerschweinchenserum l&Bt meist, wie es auch 
in Tabelle III der Fall ist, nur noch eine Andeutung des 
dem auf 54° erhitzten Serum zukommenden Vermbgens er- 
kennen. Wenn man auch an die M&glichkeit denken kann. 


1) Die Hitzeeinwirkung dauerte stets 1 /, Stunde. 
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daB bei stfirkerem WfirmeeinfluB antagonistische Momenta in 
Erscheinung treten, welche storend interferieren, so ist prak- 
tisch jedenfalls die Tatsache von Bedeutung, daB die im in- 
aktivierten Seram vorhandene und die aktivierende Wirkung 
des mit Cobragift behandelten Meerschweinchenserums ver- 
mittelnde Fanktion bereits durch geringe Temperaturerhdhung 
dem Nachweise entgehen kann. 

Berficksichtigt man nun den Umstand, daB das auf 54° 
erhitzte Meerschweinchenserum Mittelstflck oder Endstfick 
nicht in nachweisbarer Form enthfilt, dagegen imstande ist, im 
Verein mit dem durch Cobragift behandelten Serum aktivierend 
zu wirken, letzteres aber augenscheinlich sowohl fiber Mittel- 
stfick als auch fiber Endstfick verffigt, ohne die Komplement- 
funktion ausfiben zu kfinnen, so gewinnt man in der Tat 
den Eindruck, als ob 3 verschiedene Faktoren 
zur Komplettierung erforderlich sind. Folgt man 
dieser bereits oben in Erwfigung gezogenen Annahme, so er- 
scheint offenbar der Mechanismus der Inaktivierung durch 
Cobragift und derjenige der Inaktivierung durch Erhitzen 
nicht als wesensgleich. Bei ersterem Yorgang kann man 
die Ursache der Unwirksamkeit in einer Inaktivierung des 
thermostabilen Prinzips vermuten, wfihrend beim Erhitzen 
auf 54° gerade Mittelstflck und Endstfick ihre Funktion ohne 
Schfidigung der stabilen Komponente einbfiBen wfirden. 

Tatsfichlich stimmen nun eine Reihe weiterer Erfahrungen 
mit der hier erfirterten Hypothese fiberein. Wenn nfimlich 
das durch Cobragift inaktivierte Meerschweinchenserum, das 
im folgenden kurz als „Cobraserum“ bezeichnet sei, 
Mittelstflck und Endstfick enthfilt, die Aktivierung desselben 
durch die aus normalem Serum gewonnenen Komponenten 
aber nicht durch deren Gehalt an Mittelstflck oder Endstfick, 
sondern durch einen in beiden Fraktionen enthaltenen stabilen 
F&ktor bedingt ist, so muB die Cobraserum aktivierende 
Funktion der durch C0 2 -Trennung erhaltenen Komponenten 
des Normalserums gleichfalls eine gewisse Thermostabilitfit 
aufweisen. DaB dem so ist, zeigt folgendes Versuchsbeispiel. 

Meerschweinchenserum wurde auf iibliche Weise mittels CO, in die 
beiden Fraktionen (Sediment und Abgufl) zerlegt. Ein Teil der beiden 
Fraktionen wurde */ f Stunde lang auf 54° erw&rmt. 
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Absteigende Men gen Cobraserums wurden 

a) allein, 

b) unter Zusatz von je 0,05 ccm Abgufl, 

c) unter Zusatz von je 0,05 ccm 54°-Abgufi, 

d) unter Zusatz von je 0,1 ccm Sediment, 

e) unter Zusatz von je 0,1 ccm 54°-Sediment 
mit je 1 ccm sensibilisierten Hammelblutes digeriert. 

Das Ergebnifi zeigt Tabelle IV. 


Tabelle IV. 


Men gen des 
Cobra- 
Meerschw.- 
Serums 

ccm 

Hamolyse von sensibilisiertem Hammelblut durch Cobra- 
Meerschweinchenserum 

a ) 

allein 

b) 

+ Abgufi 

c) 

+ 54°-Abgufi 

d) 

+ Sediment 

e) 

+ 54°-Sedim. 

0,1 

0 

Bt 

m 

k 

k 

0,05 

0 

99 

fk 

k 

k 

0,025 

0 

99 

k 

k 

k 

0,015 

0 

fk 

fk 

k 

k 

0,01 

0 

k 

st 

k 

k 

0,005 

0 

st 

m 

k 

k 

0,0025 

0 

m 

w 

m 

m 

0 

0 

Spch 

0 

0 

0 


Aus der Tabelle ergibt sich, dafi die Restitution des 
Cobraserums nicht nor durch die friscben, son- 
dern auch durch die auf 54° erhitzten Kohlen- 
s&ure-Fraktionen des norm&len Meerschwein- 
chenserums gelingt. Die aktivierende Wirkung des er¬ 
hitzten Sedimentteiles ist sogar im vorliegenden Versuch 
quantitativ erhalten. Dagegen ist nach dem Erhitzen des Ab- 
gusses eine maBige Abnahme der restituierenden Funktion 
vorhanden. Eine mehr oder weniger starke Abschw&chung 
durch das Erhitzen kann (ibrigens hier von vornherein nicht 
tiberraschen. Denn wenn man nach frGheren Erfahrungen an- 
nimmt [Sachs und Bolkowska 1 ), Gengou 2 ), Sachs und 
Omorokow (1. c.)], daB die Komplementwirkung durch 
Mittelstflck und Endstiick verstSrkt werden kann, so ist nur 
zu erwarten, daB nach dem Erhitzen, durch welches Mittel¬ 
stflck- und Endstilckwirkung aufgehoben werden und das 

1) H. Sachs und G. Bolkowska, diese Zeitschr., Bd. 7, 1910, 
p. 778. 

2) O. Gengou, diese Zeitschr., Bd. 11, 1911, p. 143. 
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stabile Prinzip gewissermaBen isoliert wird, auch eine Ab- 
nahme der Restitutionskraft bemerkbar ist. Ueberdies kann 
anch eine geringgradige Abschwfichung des stabilen Prinzips 
beim Erhitzen interferieren. DaB nun tatsftchlich durch das 
Erw&rmen der beiden CO,-Komponenten auf 54° MittelstQck- 
nnd EndstQckfunktion anfgehoben Oder auf ein Minimum redu- 
ziert werden, dafflr sei folgendes Versuchsbeispiel als Beleg 
angefflhrt. 

Absteigende Men gen 

I. nativen CO,-Sediments, 

1L 54 °-CO,-Sediments werden unter Zusatz von 

a) 0,05 ccm CO,-AbguB 

b) 0,05 ccm Cobra-Meerschweinchenserums 
mit je 1 ccm eensibilisierten Hammelblutes digeriert. 

E ben so werden abeteigende Mengen 

III. nativen CO,-Abgusses, 

IV. 54 °-CO,-Abgusses unter Zusatz von 

a) 0,1 ccm CO,-Sediments, 

b) 0,05 ccm Cobra-Meerschweinchenserums 
mit je 1 ccm eensibilisierten Hammelblutes digeriert. 

Das Ergebnis zeigt Tabelle V. 


TabeUe V. 


Mengen 
von Sedi- 

Hamolyse von 1 ccm eenBibilisiertem Hammelblut durch 



II 

HI 

IV 

ment reap. 

natives Sediment 

54 °-Sediment 

nativen Abgufi 

54 °-Abgufi 

Abgufl 

a \ i 

b) + 


b) + 

a) + 

b) + 

a) + 

b) + 

- 

a) -t- 

A U .O 

Cobra- 

a) + 

A U .O 

Cobra- 

Sedi- 

Cobra- 

Sedi- 

Cobra- 

ccm 

ADgUii 

M.-Ser. 

ADglitt 

M.-S. 

ment 

M -Ser. 

ment 

M.-Ser. 

0,1 

k 

k 

w 

k 

k 

k 

Spch 

k 

0,05 

k 

k 

Sp 

k 

k 

fk 

Spch 

fk 

0,025 

k 

k 

Spch 

k 

m 

w 

0 

w 

0,015 

k 

k 


fk 

m 

Sp 

0 

Sp 

0,01 

fk 

fk 

fj 

st 

w 

Spch 

0 

Spch 

0,005 

fk 

w 

j) 

w 

Spch 

Spch 

0 

Spch 

0,0025 

m 

Sp 

yy 

Sp 

0 

0 

0 

0 

0 

Spch 

0 

>» 

0 

0 

0 

0 

0 


Wenn man sich auch jeder prSzisierten Schlufifolgerung 
enthalten will, so demonstriert Tabelle V jedenfalls eine 
weitgehende Unabhftngigkeit der den beiden aus 
Meerschweinchen8erum durch KohlensSure- 
trennung erhaltenen Komponenten zukommen- 
den Funktionen einerseits mit der entsprechen- 
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den Komponente, andererseits mit Cobra-Meer- 
schweinchenserum als Komplement zu wirken. 
Das Ergebnis steht daher mit der Hypothese, dafi aufier 
MittelstQck und EndstQck noch ein drittes stabileres Agens 
bei der Komplementwirknng interferiert, in gntem Einklang. 
Gleichzeitig zeigt die Tabelle, dafi diese stabile Komponente 
bei dem von mir gettbten Modus der CO,-Spaltung in grdfierer 
Menge im Globulin-Sediment vorhanden ist, ein Verhalten, 
das Qbrigens die Regel darstellte l ). 

Immerhin war aber bei der Kohlens&uretrennung im Ab- 
gufi meist eine hinreichende Menge der dritten Komponente 
enthalten, um bei einem genflgenden Ueberschufi aktivierend 
zu wirken. Auch bei der Spaltung des auf 54° erhitzten 
Meerschweinchenserums durch Einleiten von Kohlens&ure er- 
gaben sich ungef&hr die gleichen Verh&ltnisse. 

Absteigende Mengen 

a) auf 54° erhitzten Meerschweinchenserums, 

b) des CO,-Sediments aus 54 “-Serum, 

c) des CO f -Abgusses aus 54 “-Serum 

wurden mit je 1 ccm sensibilisierten Hammelblutes unter Zusatz von je 
0,1 ccm Cobra-Meerschweinchenserura digeriert. 

Das Ergebnis ist in Tabelle VI notiert. 


Tabelle VI. 


Mengen des 54 °- 
Berums reap, sei¬ 
ner Fraktionen 

ccm 

Hamolyse von 1 ccm sensibilisierten Hammelblutes durch 
0,1 ccm Cobraserum + absteigende Mengen 

a) 54 °-Serura 

b) Sediment aus 
54 °-Serum 

c) Abgiifi aus 

54 “-Serum 

0,1 

k 

k 

m 

0,05 

k 

k 

w 

0,025 

k 

St 

Sp 

0,015 

St 

w 

Spch 

0,01 

w 

w 

Spch 

0,005 

Sp 

Sp 

0 

0,0025 

Spch 

Spch 

0 

0 

0 

0 

0 


1) Es diirfte sich hieraus auch die bereits von Sachs und Omoro- 
tow beobachtete und von mir bestatigte Tatsache erklaren, dafi bei 
der Restitution des Cobraserums durch Abgufi nicht selten Hemmungs- 
erscheinungen interferieren, die bei Zusatz von Sediment nicht wahrnehmbar 
sind. Vielleicht sind dieselben zum Teil auch der Ausdruck einer noch 
fortschreitenden Cobragiftwirkung. 
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Der in Tabelle VI wiedergegebene Versach 
lftBt gleichfalls ein vorwiegendes Adhfirieren des 
stabilen Prinzips an der Globulinfraktion er- 
kennen. Die ungleichm&fiige Verteilung ist vielleicht noch 
ausgesprochener als bei der Trennung des aktiven Serums. 
Wenn ich anch vorlfiufig nicht fiber hinreichende Erfahrungen 
ffir einen sicheren Schlufi verfflge, so dfirften die mitgeteilten 
Befunde doch daranf hindeuten, dafi die stabile Komponente 
wesentlich den Globulinen anhaftet 1 ). 

Ganz anders mufiten sich nun die Verhfiltnisse gestalten, 
wenn das im Verein mit 64 °-Serum aktivierend wirkende 
Cobraserum mittels CO, fraktioniert wurde. Denn wenn die 
Annahme richtig ist, daB im Cobraserum Mittelstfick und End- 
stfick vorhanden sind, aber gerade dasjenige Agens, dem das 
54 °-Serum seine Funktion verdankt, fehlt, so war zu fordern, 
daB jede der beiden aus Cobraserum durch Einleiten von 
Kohlensfiure gewonnenen Fraktionen sich auch im Verein mit 
54°-Serum unwirksam erwies. Dfirfen sie doch nach unserer 
Prfimisse nur eine der beiden Komponenten, einerseits Mittel¬ 
stfick, andererseits Endstfick enthalten, so dafi auch nach Z 11 - 
satz des 54°-Serums ein ffir die Komplementwirkung inte- 
grierender Bestandteil fehlt DaB man auch das Cobraserum 
in flblicher Weise in Mittelstfick und Endstfick zerlegen kanu, 
hat sich bereits aus dem in Tabelle I mitgeteilten Versuch 
ergeben, und daB das im 54°-Serum enthaltene Prinzip weder 


1) Es sei dahingestellt, inwieweit dieser Umstand etwa zur Erklarung 
der von Braun (Biochemische Zeitschr., Bd. 31, 1911, p. 68), Sachs und 
Omorokow (1. c.) festgestellten Tatsache dienen kann, dafi nach Dige- 
rieren von Oobragift und Meerschweinchenserum die durch Cobragift ver- 
anlafite hamolytiache Wirkung wesentlich nur durch Zusatz der Globulin- 
fr&ktion restituiert warden kann. Ee ware iramerhin moglich, dafi die im 
Albuminteil enthaltene relativ geringe Menge des stabilen Prinzips zur 
Aktivierung bei der einfachen Kombination von Cobragift und Meer¬ 
schweinchenserum nicht ausreicht, wahrend sie bei der Interferenz der 
Immunambozeptoren genugt. Allerdings habe ich auch bei Zusatz von 
54 “-Meerschweinchenserum zum Cobraserum eine Restitution der Wirkung 
gegenuber natiren Blutk&rperchen nicht oder nur in sehr geringem Grade 
outre ten sehen, so dafi man vorlaufig zur Erklarung des Verhaltens ohne 
weitere Hilfshypothesen schwerlich auskommen kann. 
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das derart isolierte MittelstQck, noch das entsprechende End- 
stfick zu aktivieren vermag, zeigt das folgende Versuchs- 
beispiel. 

Abeteigende Men gen 

a) Cobra-Meerechweinchenserums, 

b) CO f -Sedimente 8 aus Cobraaerum, 

c) CO,-Abgu 6 aus Cobraserum 

warden mit je 1 com sensibilisierten Hammelblutea unter Zusatz von je 
0,1 ccm auf 54° erhitzten Meerschweinchen serums digeriert 
Die eingetretene Hamolyse ergibt sich aus Tabelle YD. 


Tabelle VII. 


Mengen des 
Cobraserums 
resp. seiner 
Komponenten 
ccm 

Hamolyse von 1 ccm sensibilisierten Hammelblutes durch 
0,1 ccm 54 °-Meer 8 chw.-Serum + abeteigende Mengen von 

a) Cobraserum 

b) Sediment aus 
Cobraserum 

c) Abgufi aus 
Cobraserum 

0,1 

k 

Spch 

m 

0,05 

k 

Spch 

w 

0,025 

k 

0 

w 

0,015 

k 

0 

Sp 

0,01 

k 

0 

Spch 

0,005 

m 1 

o 

0 

0,0025 

Sp 

0 

0 

o 

o 

0 

0 


Wie die Tabelle zeigt, gelingt es in der Tat, das 
Cobraserum durch CO,-Ffillung in zwei Frak- 
tionen zu zerlegen, welche beideimGegensatzzu 
dem Verhalten des nativen Cobraserums durch 
54°-Serum nicht aktiviert werden. Wenn in dem 
vorstehenden Versuch durch die Kombination von 54°-Serum 
mit dem AbguB aus Cobraserum eine partielle hSmolytische 
Wirkung veranlaBt wird, so ist zu berQcksichtigen, daB eben 
die Trennung von Mittelstuck und EndstQck oft nicht voll- 
st&ndig gelingt. Offenbar sind im AbguBteil noch geringe 
Mengen des Mittelstiickes zuruckgeblieben, die fflr eine 
schwache Komplementwirkung hinreichen. Zusammen- 
gefaBt entspricht also das bisher behandelte 
Material der Annahme, daB fflr die Komplement* 
wirkung auBer Mittelstiick und Endsttlck noch 
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ein drittes stabiles Prinzip erforderlich ist, 
resp. dafi die seither als Mittelstflck und End- 
stflck bezeichoeten Globulin- resp. Albumin- 
fraktionen ihrerseits komplexer Zusammen- 
setzung sind und aufier Mittelstflck resp. End- 
stflck noch eine dritte Komponente (und zwar vor- 
wiegend der Globulinanteil) enthalten. 

Durch die Zerlegung des Cobraserums mittels CO, ge- 
lingt es, Mittelstflck und EndstQck gewissermaflen isoliert zu 
erhalten, und wenn man ferner das 54°-Serum als frei von 
Mittelstflck und Endstflck betrachten kann, so ergeben sich 
drei Faktoren: 

a) das CO,-Sediment aus Cobraserum, 

b) der CO,-Abgufi aus Cobraserum, 

c) das 54°-Serum, 

die einzeln oder zu zweien kombiniert unwirksam sein, da- 
gegen in Gemeinschaft die Komplementfunktion ergeben 
mflssen. DaB dem so ist, zeigen bis zu einem gewissen Grade 
bereits die vorangehenden Versuche. Man kann sich aber 
auch durch eine besonders darauf gerichtete Versuchsanordnung 
hiervon flberzeugen. 

Ee wurden folgende Gemische angesetzt: 

a) 0,5 Sediment aus Cobraserum + 0,5 Abgufi aus Cobraserum; 

b) 0,5 Sediment aus Cobraserum + 1,0 ccm 54"-Serum; 

c) 0,5 AbguS aus Cobraserum + 1,0 ccm 54"-Serum; 

d) 0,5 Sediment aus Cobraserum + 1,0 ccm 54 "-Serum + 0,5 ccm 
Abgufi aus Cobraserum; 

e) 0,5 Sediment aus Cobraserum + 0,5 ccm 54"-Serum; 

f) 0,5 Abgufi aus Cobraserum + 0,5 ccm 54"-Serum; 

g) 0,5 Sediment aus Cobraserum + 0,5 ccm 54 "-Serum + 0,5 ccm 
Abgufi aus Cobraserum; 

h) 0,5 Sediment aus Normalserum + 0,5 Abgufi aus Normalserum; 

i) 0,5 natiren Meerschweinchenserums. 

Das Volumen jeden Gemisches wurde durch Auffullen mit 0,85-proz. 
NaCl-LOeung auf 5 ccm gebracht (entsprechend 10-fach verdunntem Meer- 
sch-w ein chen serum). 

Die nach Digerieren absteigender Mengen der Gemische mit sensibili- 
siertem Blute eintretende Hamolyse ist aus Tabelle VIII ersichtlich. 
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TabeUe VIII. 


Men gen 
der 

Gemische 

ccm 

Hamolyae von 1 ccm aensibilisierten Hammelblutes durch 
abeteigende Mengen der Gemische 

a 

b 

c 

d 

e 

f 

g 

h 

i 

1,0 

0 

0 

w 

k 

0 

Spch 

k 

k 

k 

0,5 

0 

0 

Sp 

k 

0 

8 pch 

fk 

k 

k 

0,25 

0 

0 

Spch 

fk 

0 

Spch 

m 

fk 

k 

0,15 

0 

0 

Spch 

m 

0 

0 

w 

m 

fk 

04 

0 

0 

0 

w 

0 

0 

Sp 

w 

fk 

0,05 

0 

0 

0 

Spch 

0 

0 

Spch 

Sp 

m 

0,025 

0 

0 

0 

Spch 

0 

0 

0 

Spch 

Sp 

0 

o 

1 0 

0 

0 

0 

o 

0 

o 

0 


Aus der Tabelle ergibt sich ganz fihnlich, wie dies zaerst 
Ferrata 1 ) fQr die darch Dialyse aus normalem Meer- 
schweinchenserum gewonnenen z w e i Komponenten gezeigt 
batte, eine Restitution der Komplementfunktion 
durch das Zusammenwirken dreier Fraktionen 
(Kolumne d uod g der Tabelle), von denen jede einzeln 
oder im Verein mit einer anderen (Kolumnen a—c, 
e und f der Tabelle) nur sehr geringe Oder gar keine 
Wirkung ausUben. Allerdings ist die Wiederherstellung 
der Komplementwirkung, wie ein Vergleich der Kolumnen d 
und g der Tabelle mit Kolumne i zeigt, keineswegs quantitativ. 
Es dtirfte aber eine vollst&ndige Wiederherstellung der kom- 
plettierenden Kraft von vornherein kaum erwartet werden 
kbnnen. Denn mit den verschiedenen Manipulationen, welche 
zur Herstellung der drei Komponenten dienen, ist offenbar 
Gelegenheit zu einer mehr oder weniger grofien Abschwfichung 
gegeben. So gelingt es bereits nicht iromer bei der Kom- 
bination der durch Kohlens&uref&llung aus normalem Meer- 
schweinchenserum erhaltenen Komponenten die voile Kom¬ 
plementwirkung wiederherzustellen. Auch in dem mitgeteilten 
Versuch (cf. Kolumnen h und i) ist hierbei eine deutliche 
Abschw&chung zu bemerken. BerOcksichtigt man ferner, dafi 
durch das Erhitzen auf 54° die im derart inaktivierten Meer- 
schweinchenserum enthaltene relativ stabile Komponente 
bereits eine gewisse Sch&digung erfahren haben kann, und 


1) A. Ferrata, Berl. kliD. Wochenschr., 1907, No. 13. 
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dafi schliefilich eine, wenn auch geringgradige Fortsetzung 
der Cobragiftwirkung nach Herstellung der Gemische moglich 
ist, so wird es nicht fiberraschen kdnnen, dafi eine vollst&ndige 
Restitution nicht eintritt odor nur unter besonders gfinstigen 
Bedingungen zu erzielen ist. 

Unter diesen Umst&nden glaube icb, dafi trotz der er- 
flrterten quantitativen Unvollkommenheiten der experimentellen 
BeweisfQhrung die ermittelten Tatsachen die anfangs ver- 
tretene Auffassung zu stQtzen geeignet sind. Es scheint in 
der Tat alles dafflr zu sprecben, dafi im Meerschweinchen- 
serum drei Komponenten differenziert werden kdnnen, welche 
durch ihr Zusammenwirken die als Komplementwirkung be- 
zeichnete Funktion erfQllen. Wenn man fOr die einerseits an 
der Globulin-, andererseits an der Albuminfraktion haftenden 
thermolabilen Agentien die gebrfiuchlichen Namen „Mittel- 
stflck“ und „EndstGck tt wobl zweckm&fiig beibeh&lt, so kann 
man die im inaktivierten Serum nachweisbare, relativ thermo¬ 
stabile Funktion vorlftufig vielleicht mit dem nichts prfljudi- 
zierenden Ausdruck „dritte Komponente u bezeichnen*). 

Man wird immerhin die Mdglichkeit zu berflcksichtigen 
haben, dafi die hier festgestellten Bedingungen bei der mannig- 
fachen Beeinflufibarkeit der Komplementfunktion und ihrer 
Abh&ngigkeit von oft geringfflgigen Alterationen des Milieus 
auch in anderer Weise eine ErklSrung linden kdnnten. Aber 
jedenfalls spricht die Tatsache, dafi durch das Zusammen¬ 
wirken dreier an und fdr sich und in gegenseitiger Kom- 
bination unwirksamer, aus Meerschweinchenserum gewonnener 
Reagentien die Komplementwirkung vermittelt werden kann, 
an erster Stelle ffir die von uns der Analyse zugrunde ge- 
legte Auffassung von der ternSren Konstitution des Kom- 
plementes. 

1 ) Dafi nicht etwa durch das Zusammenwirken von Cobragift mit 
inaktiviertem Meerschweinchenserum eine hamolytische Wirkung resultiert, 
welche eine aktivierende Funktion vortauscht, zeigten besondere Kontroll- 
versuche in Bestatigung fruherer Erfahrungen von Eyes und Sachs 
(Berl. klin. Wochenschr., 1903, No. 2—4). Ueberdies ergaben sich mir prin- 
zipiell gleichartige Ergebnisse bei der Inaktivierung des Meerschweinchen - 
serums durch Digerieren mit Bakterien, woriiber in einer spateren Arbeit 
benchtet werden solL 
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Es ist vielleicht nicht ohne Interesse, die mitgeteilten 
Beobachtungen mit einigen fruheren Angaben der Literatur 
zu vergleichen. Wenn wir dabei von den Untersuchnngen 
Manwarings 1 2 3 ) fiber auxilytische Stoffe im inaktivierten 
Normalserum absehen, so wird die Aufmerksamkeit vor- 
nehmlich auf die zuerst von Bordet und Gay*) er- 
mittelte Tatsache gelenkt, daB sensibilisierte Blutkfirperchen, 
welche durch frisches Pferdeserum nicht geldst werden, bei 
dem Zusammenwirken des letzteren mit inaktivem Kinder- 
serum der H&molyse anheimfallen. Ich mfichte an dieser 
Stelle auf die Theorie dieses Ph&nomens nicht n&her ein- 
gehen und begnfige mich damit, auf die Arbeiten von Sachs 
und Bauer 8 ), sowie von Bordet und Streng 4 5 ) zu ver- 
weisen. Von Interesse ist hier nur die Analogic, welche 
zwischen frischem Pferdeserum und dem durch Cobragift- 
wirkung inaktiv gewordenen Meerschweinchenserum einerseits, 
zwischen inaktiviertem Rinderserum und inaktiviertem Meer¬ 
schweinchenserum andererseits besteht. Die Analogic wird 
um so enger, als bereits Sachs und Bauer, sowie 
Strong 6 ) gezeigt haben, daB man in der Kombination von 
Bordet und Gay das inaktivierte Serum auch durch 
andere Sera ersetzen kann und besonders nach den sp&teren 
Untersuchungen von Gengou 6 ) auch das inaktivierte Meer¬ 
schweinchenserum geeignet ist, im Verein mit dem an und 
ffir sich unwirksamen aktiven Pferdeserum sensibilisierte 
BlutkOrperchen aufzuldsen. Es fragt sich nun, ob das in 
der vorliegenden Arbeit beschriebene, das Cobraserum re- 
stituierende Prinzip des inaktivierten Meerschweinchenserums 
mit dem von Gengou beschriebenen, die komplettierende 
Wirkung des Pferdeserums vermittelnden, identisch ist. Meine 


1) W. Wan waring, Centralbl. f. Bakt., Orig., Bd. 41, 1906, p.455 
und Bd. 45, 1908, p. 55. 

2) J. Bordet et F. P. Gay, Ann. Inst. Pasteur, 1906. 

3) H. Sachs und J. Bauer, Arb. a. d. kgl. Inst. f. exper. Therapie 
zu Frankfurt, Jena (Gustav Fischer) 1907. 

4) J. Bordet et O. Streng, Centralbl. f. Bakt., Orig., Bd. 49,1909, 

p. 260. 

5) O. Streng, diese Zeitschr., Bd. 2, 1909, p. 415. 

6 ) O. Gengou, Centralbl. f. Bakt., Orig., Bd. 52, 1909, p. 515. 
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UntersuchaQgen in dieser Hinsicht sind noch nicht zum Ab- 
schloB gelangt. Allerdings habe ich in bezug anf das Ver- 
halten des 54°-Serums zu den ambozeptorbeladenen Blut- 
kdrperchen einen Paralielismus zu den von G e n g o u er- 
mittelten Beziehungen feststellen kdnnen. Das im inaktiven 
Meerschweinchenserum enthaltene Prinzip wird n&mlich von 
den sensibilisierten Blutkdrperchen nicht gebunden, wie dies 
folgendes Versuchsbeispiel zeigt 

Abeteigende Men gen von 54 "-Serum werden mit je 1 can sensibilisierten 
Hammelblutes 1 Stunde bei 37° digeriert. Sodann wurde zentrifugiert: 

a) Die Abgiisse wurden mit den Sedimenten von je 1 ccm sensibilisierten 
Hammelblutes unter Zusatz von je 0,1 ccm Cobraserum digeriert. 

b) Die Sedimente wurden mit 0,85-proz. NaCl-Ldsung gewaschen und 
sodann in je 1,75 ccm 0,85-proz. NaCl-Lbsung unter Zusatz von je 0,1 ccm 
Cobraserum aufgenommen. 

In einer Kontrollreihe — c — wurden direkt absteigende Mengen 
54 "-Serums mit je 1 ccm sensibilisierten Hammelblutes unter Zusatz von 
je 0,1 ccm Cobraserum digeriert. 

Das Ergebnis zeigt Tabelle IX. 


TabeUe IX. 


Mengen des 
54 0 -8erums 

ccm 

Hamolyse von sensibilisiertem Hammelblut durch Cobra¬ 
serum und absteigende Mengen 54 "-Serums 

a 

b 

c 

0.1 

k 

Spch 

k 

0,05 

k 

0 

k 

0.025 

fk 

0 

fk 

0,015 

m 

0 

m 

0,01 

w 

0 

w 

0.005 

Sp 

0 

Sp 

0,0025 

Spch 

0 

Spch 

o, 

0 

0 

0 


Wie die Tabelle zeigt, tritt also nicht die geringste 
Bin dung derim inaktiven Meerschweinchenserum 
enthaltenen Komponente an das sensibilisierte 
Blut ein. Dagegen haben die Versuche Gber das Verhalten 
des isoliert auf sensibilisierte Blutkdrperchen einwirkenden 
Cobraserums einen eindeutigen Ueberblick bisher nicbt ge- 
stattet. 

Was das Verhalten der stabilen Komponente bei der Zer- 
legung des Serums in die Albumin- und Globulinfraktion an- 
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langt, so besteht freilich vorlfiufig ein Gegensatz zwischen 
roeinen Erfahrungen und denjenigen Gengous, welcher auf 
eine Differenz der wirksamen Agentien hindeuten dflrfte; 
wahrend nSmlich nach Gengou der im Verein mit Pferde- 
serum aktivierende Stoff des inaktiven Meerschweinchenseruras 
bei der Kohlensaurefailung and der Dialyse im Albuminteil 
zurQckbleibt, habe ich die cobraserumaktivierende Komponente 
vorwiegend im Globulinniederschlage angetroffen (cf. Tabelle VI). 
Indessen wird man an die Mdglichkeit denken miissen, daB 
es sich hier nur urn eine scheinbare, durch geringffigige Ab- 
weichnngen der Technik veranlaBte Differenz handelt MuB 
demnach die Entscheidung der Frage nach den Beziehungen 
der beiden bier genannten Pb&nomene weiteren Untersuchungen 
vorbehalten bleiben, so ware immerhin darauf hinzuweisen, 
daB die Identifizierung von vornherein insofern etwas Ver- 
lockendes hfttte, als sie die von Bordet und seinen Mit- 
arbeitern bescbriebene Vermittlung der Komplementwirkung 
des Pferdeserums durch inaktive Sera nur als einen speziellen 
Fall der allgemeinen Komplementwirkung aufzufassen ge- 
statten wflrde. Man konnte sich dann vorstellen, daB das 
Meerschweinchenserum durch Cobragift derart alteriert wird, 
daB es dem normalen Pferdeserum entspricht, oder mit anderen 
Worten, daB dem Pferdeserum die stabilere, zur Komplement¬ 
wirkung erforderliche dritte Komponente fehlt oder nur in 
so geringer Menge eigentlimlich ist, daB es zur aktivierenden 
Funktion des Zusammenwirkens inaktiver Sera bedarf. Ob 
aber eine derartige Auffassung ang&ngig ist und sich mit den 
Tatsachen vereinigen lafit, miissen, wie gesagt, erst weitere 
Untersuchungen zeigen. Nur so viel darf ich vielleicht vor- 
lautig erwahnen, daB das inaktivierte Meerschweinchenserum 
bei der Restitution des Cobragiftes auch durch inaktives 
Rinderserum ersetzt werden kann, eine Tatsache, die ich vor- 
laufig allerdings ebensowenig, wie die bereits angefiihrten, im 
Sinne der Identifizierung mit dem von Bordet und Gay 
beschriebenen Phanomen aufgefafit wissen mfichte. Denn ein 
Ersatz des Cobraserums durch Pferdeserum ist nicht ohne 
weiteres angangig. Man bedarf nSmlich zur Reproduktion des 
von Gengou beschriebenen Phanomens eines weit starkeren 
Sensibilisierungsgrades, als fur die kombinierte Wirkung von 
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Cobraserum and 54°-Serum ausreichend ist, wofflr allerdings 
vielleicht ein Mangel an den als Mittelstflck und Endstflck 
bezeichneten Eomponenten, besonders an letzterer, im Pferde- 
serum, sowie auch antagonistische Einflflsse verantwortlich 
gemacht werden konnten. 

Kurz verweisen mdchte ich noch daranf, dafi die Funktion 1 
der im inaktiven Meerschweinchenserum enthaltenen dritten 
Komponente nicht etwa mit den von Altmann 1 3 * * ) beschriebenen, 
hfimolysebeschleunigenden Substanzen des normalen Sernms 
analogisiert werden kann. Es genfigt dabei, daran zu er- 
innern, dafi die von Altmann beschriebenen Substanzen, 
welche den beschleunigenden Immunstoffen Friedbergers 
und Moreschis*) entsprechen, von den ambozeptorbeladenen 
BlutkOrperchen gebunden werden, was bei der die Wirkung 
des Cobraserums vermittelnden Komponente des 54°-Serums 
nicht der Fall ist. 

Ueber den Mechanismus des Zusammenwirkens der in 
der vorliegenden Arbeit beschriebenen, die Komplement- 
funktion vermittelnden Komponenten ein bestimmtes Urteil 
zu fallen, insbesondere fiber die wichtige Frage, in welcher 
Reihenfolge die einzelnen Komponenten zur Wirkung gelangen, 
dazu reicht nach alledem das bisherige Material nicht aus. 
Aber ffir die antikomplement&re Cobragiftwirkung darf man 
wohl den Schlufi ziehen, dafi durch sie wesentlich diejenige 
Funktion aufgehoben wird, die oben als „dritte Komponente* 
bezeichnet worden ist, und welche in dem auf 54° erbitzten 
Serum noch erhalten bleibt Mufi man daher wohl zwischen 
dem Mechanismus der Inaktivierung durch Ys'Stfindiges Er- 
hitzen auf 54° und demjenigen der Cobragiftwirkung differen- 
zieren, so deuten andererseits manche Erfahrungen darauf bin, 
dafi die Cobragiftwirkung vielleicht ein Paradigma mehrerer 
im Prinzip gleichartiger Inaktivierungsvorgfinge darstellt, wie 
dies schon in frfiheren Arbeiten [Ritz und Sachs 8 ), Sachs 

1 ) K. Altmann, diese Zeitschr., Bd. 8, 1910, p. 24. 

2) E. Friedberger und C. Moreschi, Centralbl. f. Bakt., Orig., 

Bd. 45, 1908, p. 346. 

3) H. Ritz und H. Bachs, Centralbl. f. Bakt., Ref., Bd. 50, 1911, 

Beiheft. 

Zdtschr. f. ImmunttlUforachnng. Origr. Bd. XIII. g 
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und Omorokow 1 )] erbrtert wurde. Insbesondere scheinen 
ftir die Inaktivierung durch Digerieren mit Bakterien in der 
Tat ganz Shnliche Verh&ltnisse zu bestehen. Ob etwa in 
gleicber Weise auch bei den Komplementbindungsph&nomenen 
der Verlust der Kompleraentfunktion an erster Stelle auf dem 
Schwund der „dritten Komponente* beruht, dies zn entscheiden, 
muB weiteren Untersuchungen vorbebalten bleiben. Allerdings 
wttrde hiermit die Tatsache, daB die „dritte Komponente" aus 
in&ktiviertem Meerschweinchenserum von den ambozeptor- 
beladenen BlutkOrperchen nicht gebunden wird, offenbar zu- 
n&chst in einem gewissen Widerspruch steben. Weitere Unter¬ 
suchungen werden daher die Analyse in dieser Richtung ver- 
tiefen mflssen. 


Zusammenfassnng. 

1) Die aus dem durch Cobragiftwirkung inaktivierten 
Meerschweinchenserum mittels Kohlens&uref&llung gewonnenen 
Globulin- resp. Albuminfraktionen verhalten sich wie normales 
„MittelstUck“ resp. „Endstflck tt , ohne aber zusammen kora- 
plettierend zu wirken. 

2) Die Restitution der Wirkung des durch Cobragift in¬ 
aktivierten Meerschweinchenserums gelingt nicht nur durch 
Zusatz von n MittelstQck“ und „Endstiick“ des normalen Meer¬ 
schweinchenserums, sondern auch durch Zusatz von Meer¬ 
schweinchenserum, das l / 8 Stunde lang auf 54° erhitzt ist. 
Dabei ist in letzterem weder Mittelstttck noch Endsttlck nach- 
weisbar. 

3) Das im inaktivierten Serum vorhandene das mit Cobra- 
gift behandelte Meerschweinchenserum aktivierende Prinzip 
scheint nur eine relative Thermostabilit&t zu besitzen. Es ist 
bei der Kohlens&uref&llung in beiden Fraktionen nachweisbar, 
vorwiegend aber im Globulinteil. 

4) Auch in den aus aktivem Meerschweinchenserum ge¬ 
wonnenen Komponenten erweist sich das mit Cobragift be- 
bandeltes Meerschweinchenserum aktivierende Prinzip beim 
Erhitzen auf 54° als stabil, w&hrend dabei die „Mittelstiick“- 

1) 1. C. 
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und „Endstiick“-Funktionen der beiden Komponenten aufge- 
hoben werdeo. 

5) Es scheint daher fttr die Restitution der Wirkung des 
mit Cobragift behandelten Serums durch „Mittelsttlck“ und 
„Endstfick“ das in beiden Fraktionen enthaltene stabile Prinzip 
verantwortlich zu sein. 

6) Auf Grund dieser Tatsachen wird die Anschauung er- 
Ortert, dafi ffir die Komplementwirkung das Zusammenwirken 
dreier Komponenten mafigebend ist: 

a) des Mittelstficks, 

b) des Endstiicks, 

c) einer dritten Komponente, die in dem auf 54° er- 
hitzten Meerschweinchenserum erhalten ist und durch Cobra- 
giftwirkung ihre Funktion einbQfit 

7) Dementsprechend gelingt es auch aus dem mit Cobra* 
gift behandelten Meerschweinchenserum durch Kohlensfiure* 
ffillung zwei Fraktionen zu erhalten, von denen jede einzelne 
im Verein mit thermoinaktiviertem Serum unwirksam ist, die 
aber zusammen bei Zusatz des letzteren wieder die Komple- 
mentfunktion ausfiben. Die Komplementwirkung kann also 
durch die Kombination dreier Komponenten restituiert 
werden. 

8) Es wird schlieClich auf Aehnlichkeiten verwiesen, 
welche zwischen dem hier beschriebenen Phanomen und 
einigen frflheren Befunden der Autoren liber den Einflufi in* 
aktivierter Sera auf die Komplementfunktion bestehen. Jedoeh 
lafit das bisher vorliegende Material die Frage, ob es sich 
hier um wesensgleiche Vorgange handelt Oder nicht, noch 
nicht entscheiden. 
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Nachdruek verboten. 

[From the Bacteriological Department Lister Institute, London.] 

The Relation between the Fixation of Complement and 
the Formation of a Precipitate. 

By H. R. Dean. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 24. Januar 1912.) 

One of the most interesting problems connected with im¬ 
munity is the explanation of the process by which comple¬ 
ment is absorbed by the mixture of an antigen with its homo¬ 
logous antibody. 

One theory explains the phenomenon by assuming the 
existence of an amboceptor or interbody with two affinities, 
the one of which unites with the cell to be dissolved, while 
the other unites with the complement. According to the other 
view the complement is taken up by the complex formed by 
the union of cell and antibody, the antibody being supposed 
to act somewhat after the manner of a mordant. 

The fixation of complement experiments of Bordet and 
Gengou have naturally received two different explanations. 
According to the one view the complement is fixed by the 
precipitate which is formed by the union of antigen and anti¬ 
body; according to the other view precipitation and comple¬ 
ment fixation are two entirely separate and independent pheno¬ 
mena. The fixation of complement is attributed to the action 
of an amboceptor, and some workers have gone so far as to 
state that a special variety — “a complement-fixing ambo¬ 
ceptor” exists. This amboceptor, which they call a Bordet 
amboceptor, is considered to be distinct from the ambo¬ 
ceptor concerned in bacteriolysis. 

The controversy which arose between the supporters of 
these two explanations resulted in the publication of a large 
number of papers. Only the more important of these com¬ 
munications are here summarised. 

In 1901 Bordet and Gengou showed that alexine was 
fixed by the mixture of a bacillary emulsion with its homo- 
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logous antiserum. In the same year Widal and Le Sourd 
(1901) confirmed this result and succeeded in demonstrating 
that the serum of typhoid fever patients would bind comple¬ 
ment in the presence of an emulsion of Bacillus typhosus. 
In 1902 Gen gou extended the scope of the reaction by 
showing that the serum of animals which had been injected 
with a foreign proteid, had acquired the property of fixing 
complement if mixed with that proteid. Despite the import¬ 
ance of this discovery, however, the next two years were not 
productive of any substantial addition to the literature of the 
subject. Interest in the question appears to have been re¬ 
vived by Moreschi (1905) who pointed out that the results 
which had been attributed to the action of anticomplements 
were in reality due to the fixation of complement by a mixture 
of antiserum with its homologous proteid. In the same year 
(1905) Neisser and Sachs applied the principles laid down 
by Moreschi to the production of a practical method for 
the identification of the blood of different animals. In subsequent 
papers Moreschi (1906) and Moreschi and Pfeiffer 
(1906) advanced the view that the complement was taken up by 
the precipitate. Moreschi concluded that precipitin and pre¬ 
cipitinogen unite in variable proportions and form a series of 
precipitates, which possess a more or less strong anticomple¬ 
mentary action. About the same time and independently of 
Moreschi the same explanation was put forward by Gay 
(1905) who came to the conclusion that the precipitate fixed 
the complement. In support of a criticism of the views of 
Neisser and Wechsberg (1901) it was shown by Gay 
1905 that the amount of interference with haemolysis was in 
proportion to the amount of precipitate formed, and this to 
the amount of antiserum present. Klein (1905) found the 
fixation of complement closely associated with the formation 
of a precipitate and took up essentially the same position as 
Moreschi and Gay. 

On the other hand Neisser and Sachs (1906) found 
that the amount of precipitate and the capacity for binding 
complement stood in no direct proportions. They were able 
to obtain marked fixation of complement when no precipitate 
could be recognised. They attributed the fixation of complement 
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to a union of the complement with the complementophile group 
of an amboceptor, in strict accordance with the theory of E h r - 
lich. The question has been critically reviewed by Muir and 
Martin (1906), who added the results of their experiments on 
the subject. Muir and Martin found that the fixation of com¬ 
plement was as a rule closely associated with the formation of a 
precipitate, but were not convinced that precipitation formed a 
complete explanation of complement fixation. They cited as an 
instance a rabbit v. guineapig serum which produced, when 
mixed with its homologous antigen, a faint cloudiness but no 
definite precipitate. The capacity for fixing complement, how¬ 
ever, was possessed by this serum to a very high degree. 
In other experiments they found that, if the antigen was greatly 
diluted, no precipitate was formed, but the mixture was able 
to bind complement efficiently. They also observed during the 
process of immunising a rabbit with human serum that the 
complement binding properties of the antiserum could be 
demonstrated at an earlier date than the precipitating pro¬ 
perties. Similar results were obtained by Altmann (1910) 
who immunised a series of rabbits with Bacillus para- 
typhosusB. In many cases it was found that the serum of 
these animals developed complement binding properties before 
they could be shown to have developed agglutinating prop¬ 
erties. In the case of one rabbit only, the agglutinative prop¬ 
erty was the first to appear. After a second injection it was 
found that the complement-fixing property of the serum was 
lost during the two days immediately following, while the 
agglutinating property during the same period showed only a 
reduction. When rabbits were injected with Bacillus ty¬ 
phosus it was found that the development of the two prop¬ 
erties ran a fairly parallel course, though there was some 
tendency for the agglutinative property to appear earlier than 
the complement-fixing property. When Bacillus coli was 
used for immunisation, the authors found that the power to 
fix complement appeared earlier in the case of 9 rabbits, but 
in the case of 2 rabbits marked agglutinative power developed 
but little or no power to fix complement. Altmann con¬ 
cluded that the discrepancy was due to differences in the indi¬ 
vidual strains of bacteria. He considered that certain strains 
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of Bacillus coli tended to induce the production of ag¬ 
glutinins while others tended to produce complement-binding 
antibodies. Altmann regards these experiments as evidence 
that the agglutinins are distinct from the antibodies which 
are responsible for complement fixation. 

Wassermann and Bruck (1905), who also consider 
that complement fixation is due to amboceptor action, adopted 
a different method with the object of supporting their view. 
A bacterial extract was prepared, which, when mixed with its 
homologous antiserum, produced a precipitate and also a fixation 
of complement. This extract was set aside and after the lapse 
of some time was found to have lost its power of producing 
a precipitate without any loss of its complement-binding prop¬ 
erties. This experiment is quoted by Sachs and Altmann 
(1909) as conclusive proof of the separate identity of preci- 
pitins an complement-binding amboceptors. 

Evidence of a similar nature was obtained by Fried- 
herger (1906). This observer heated an antiserum, obtained 
by injecting a rabbit with sheep serum, for one hour at a 
temperature of 67 0 C. This heated serum was found to have 
lost the property of forming a precipitate while the property 
of fixing complement had been retained. 

By injecting a rabbit with human serum Friedberger 
obtained an antiserum so powerful that complement fixation 
could be obtained by the use of extraordinarily small quan¬ 
tities of the antigen (human serum 1 in 1000000). When 
these extraordinarily small amounts of antigen were used no 
trace of a precipitate could be detected, complement was 
nevertheless efficiently fixed. 

Liefmann (1906) published a series of experiments the 
general object of which was to obtain conditions under which 
complement fixation occurred without the formation of a preci¬ 
pitate. In the majority of his experiments he found that the 
two reactions were closely associated. He found, however, 
that if a serum (antigen) was heated, it lost its property of 
forming a precipitate when mixed with the homologous anti¬ 
serum. Nevertheless a mixture of the heated serum with the 
antiserum produced a marked fixation of complement. Lief- 
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m a n o concluded that the data at his disposal were insufficient 
to permit of a definite opinion being formed. 

In a subsequent paper Moreschi (1906) appears to have 
obtained results which are at variance with his earlier experi¬ 
ments. He prepared antisera by injecting hens and ducks. 
The antisera so obtained gave good precipitates but bound no 
complement. 

Other instances of precipitation without complement fixation 
have been recorded by Sobernheim (1906) who experi¬ 
mented with antituberculous sera obtained by the injection of 
Tubercle bacilli and tuberculin. 

For a complete review of the subject as well as for further 
references to its literature the reader is referred to the articles 
on complement fixation by Meier (1909) and Sachs and 
Altmann (1909). 

The above summary shows that the opinion of the majority 
and, perhaps, the bulk of the evidence is in favour of the 
view that the complement binding bodies are distinct from the 
precipitins. The evidence for the separate identity of preci- 
pitins and complement binding amboceptors falls under four 
headings: 

1) Complement fixation can be demonstrated in mixtures 
which contain so small a quantity of antigen that no preci¬ 
pitate can be dedected. 

2) Certain antisera have been observed to give a preci¬ 
pitate with little or no complement fixation. 

Other antisera have good complement binding properties 
but form little or no precipitate. 

3) If either the antiserum or the normal serum (antigen) 
is heated, the property of forming a precipitate is lost but 
the property of fixing complement remains. If a bacterial 
extract is kept for a time it loses its property of forming a 
precipitate with the homologous antiserum but retains the 
property of fixing complement. 

4) During the process of immunisation the complement 
fixing property has been found to appear before the property 
of forming a precipitate. 
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Object of the Experiments. 

The general object of these experiments has been to 
determine whether any relationship existed between the 
amount of precipitate formed and the amount of complement 
fixed. Before describing the experiments it seems advisable 
to briefly refer to the experiments of Chapman and Welsh. 
The papers which have been quoted were written at a time 
when it was generally assumed that the antiserum, the so- 
called precipitin, precipitated the antigen, the so-called pre¬ 
cipitinogen. It was in fact generally held that the precipitate 
was derived from the antigen. Chapman and Welsh 
(1906—1911) have, however, shown by numerous and exact 
experiments that the precipitate is almost if not entirely deriv¬ 
ed from the antiserum. It is the antiserum, in other words, 
which is precipitated by the antigen. It follows then that the 
amount of the precipitate is proportional to the amount of 
antiserum present. If then the formation of a precipitate is 
the cause of the fixation of complement, it becomes necessary 
to show that the amount of complement fixed is proportional 
to the amount of antiserum present. As already stated, Gay 
arrived at this conclusion in his explanation of the deviation 
effects produced by excess of antiserum in haemolysis. It is 
not however, an easy matter to show that this relationship 
exists, for as will be seen later, the amount of the precipitate 
is not the only factor which determines the amount of com¬ 
plement fixed. 

It is necessary to refer to one other point in connexion 
with precipitation. Chapman and Welsh found that a 
considerable time (up to 96 hours) was necessary for the 
complete precipitation of a given quantity of antiserum. In 
a complement fixation experiment it is obviously necessary to 
allow only a short time (about one hour) for the reaction. In 
the experiments to be described it was desired to compare the 
amount of complement fixed with the amount of precipitate 
formed. To do so it became necessary to estimate the amount 
of precipitate formed during the time allowed for the fixation 
of complement. The figures given in the tables represent the 
precipitate formed in a given time and do not necessarily 
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represent the entire precipitable content of the amount of 
antiserum employed. 

The Method of the Preparation of Antisera and other Material 
used in the Experiments. 

Very little need be said as to the preparation of the 
antisera, which were all obtained from rabbits which had been 
immunised either by the intravenous or the intraperitoneal 
method. Intravenous injection was used in nearly every case 
and in most cases some four to six injections were given at 
intervals of four days. The sera were inactivated before use 
by heating for half an hour at56°C. The antigens employed 
were egg-white, horse serum, goat serum, human serum, 
monkey serum and emulsions in normal saline solutions of a 
24 hours agar culture of Bacillus typhosus. The bac¬ 
terial extracts used in some of the experiments were prepared 
by a method described in the Proceedings of the Royal Society 
of Medicine (Pathological Section), Vol. 4, 1911, No. 6, p. 251. 

The red corpuscles used in the complement fixation ex¬ 
periments were obtained by defibrinating the blood of a sheep 
and then washing the corpuscles in three changes of saline 
solution. The haemolytic serum was inactivated by heating 
for half an hour at a temperature of 56 0 C. Fresh guineapig 
serum obtained from an animal killed on the day of the ex¬ 
periment was used as complement. 

Description of Experiments and Besults. 

In the majority of these experiments the following method 
was employed: A series of progressive dilutions of the antigen 
was prepared in such a way that each successive tube con¬ 
tained half the amount of antigen contained in the tube imme¬ 
diately preceding it in the series. To every tube was then 
added a constant quantity of the antiserum. As a rule four 
such sets of tubes were prepared. One of these sets was set 
aside, that the appearance and amount of the precipitate in 
each tube might be observed and recorded. To the other 
sets was added complement in three different quantities or 
doses and, after one hour’s incubation, a sufficient quantity of 
sheep corpuscles and haemolytic serum. The set, to which 
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no complement was added, provided a series precipitates which 
varied not only in actual amount, but also in the rate of 
formation and in the size of their constituent particles. The 
other three sets of tubes provided a roughly quantitative 
measure of the amount of complement bound by the various 
precipitates produced. 

The progress of events in the tubes set aside for pre¬ 
cipitation was as follows: Immediately after antigen and anti¬ 
body had been mixed, a distinct turbidity was visible in two 
or three of the tubes of the series. The tubes which showed 
an instantaneous change were those tubes which contained 
antigen and antibody in the proportions most favourable to 
the formation of precipitate. After five or ten minutes or 
even sooner very small particles became visible in the tubes 
which had been the first to become turbid. Below what may 
be termed the zone of optimal precipitation, that is to say, 
in the tubes which contained less than the optimal amount of 
antigen, turbidity in various degrees gave place gradually 
and progressively, tube by tube, to a condition in which 
the individual particles became visible to the naked eye. The 
particles in the tubes of the zone of maximal precipitation 
rapidly increased in size and at the end of some twenty 
minutes it was usual to find that in two or three tubes large 
flocculi had separated, which rapidly fell to the bottom of the 
tube leaving a perfectly clear supernatant fluid. 

In such a series of tubes it was possible to recognize 
three zones: 1) A zone where the proportion of antigen to 
antibody was such as to produce rapid and complete pre¬ 
cipitation. It may be assumed that in these tubes the antigen 
was able to rapidly precipitate the precipitable substance of the 
antiserum. 2) A zone in which the antibody was present in 
relative excess. In these tubes turbidity made its appearance 
slowly and uniform turbidity slowly gave place to a condition 
in which small particles could be distinguished. In tubes in 
which a great excess of antibody was present, the appearance 
of turbidity was still further delayed and, during the' time 
of the experiment, the precipitation process did not go beyond 
the formation of an apparently homogeneous turbidity. 3) A 
zone where the antigen was present in relative excess. In 
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these tubes the process of precipitation was slow. Turbidity 
appeared only after a considerable interval and the appearance 
of separate particles was often delayed for some hours. A 
great excess of antigen entirely inhibited the formation of a 
precipitate. 

Relative excess either of antigen or antibody was found 
to slow the process of precipitation and if the excess was at 
all considerable to lessen the amount of the precipitate. 

The results of a typical experiment are given in table I. 

Description of Experiment I and Notes on the 
Course of the Reaction. 

Column A represents the results of the precipitin experiment. Co¬ 
lumns B, C, and D represent the results of the complement-fixation ex¬ 
periments. 

The tubes 1 to 11 in column A contained a bulk of 10 c. c. made 
up of 5 c. c. of the diluted goat serum (antigen) and 5 c. c. of a 1 in 10 
dilution of rabbit and goat serum (antibody). The lower portion of each 
of these tubes was narrow and calibrated. The tubes were incubated for 
4 hours at 37° C and the progress of the precipitation was observed and 
recorded at regular intervals. Immediately after mixing turbidity 
appeared in tubes 2 and 3. 

At the expiration of 10 minutes flocculi were apparent in 
tubes 2 and 3 and tubes 1, 4 and 5 showed uniform turbidity After 
half an hour large flocculi, which had formed in tubes 2, 3 and 4, had 
fallen to the bottom of the tubes and left a clear supernatant fluid. Flocculi 
had formed in tube 1 but had separated less completely. Small particles 
were visible in tube 5 and just visible in tube 6. In tubes 7 and 8 turbi¬ 
dity was present without visible particles. After one hour the first 
6 tubes showed a deposit and a clear supernatant fluid. Tube 7 showed 
small particles suspended uniformly throughout its contents. In tubes 8, 
9 and 10 a progressively diminishing opalescence was seen. After four 
hours all the tubes were centrifugalised and the actual amount of the 
deposited precipitate was read. The figures are recorded in column A. 

In order to save unnecessary complexity the necessary control tubes 
have been omitted from the table. Control tubes containing the various 
dilutions of antigen without antiserum, and a tube containing a 1 in 10 
dilution of the antiserum without antigen were incubated for the same 
period (4 hours) and remained absolutely clear. 

The tubes in columns B, C and D received each 0.5 c. c. of the 
various dilutions of goat serum (Antigen) shown in the table. To all the 
tubes were then added 0.5 c. c. of a 1 in 10 dilution of antiserum and 
0.5 c. c. of diluted guineapig complement. The tubes in column B received 
0.05 c. c. guineapig serum diluted to 0.5 c. c.; in column C 0.1 c. c. guinea- 
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pig serum diluted to 0,5 c. c. and in column D 0.2 c. c. guineapig serum 
diluted to 0.5 c. c. All the tubes were then incubated for one hour at 
37° C in the same incubator as the tubes prepared for the precipitin re¬ 
action. Both the precipitin and the complement fixation experiments were 
carried out with the name materials and as nearly as possible at the same 
time, and under the same conditions. After one hour’s incubation all the 
tubes received 0.5 c. c. of a 1 in 20 suspension of washed sheep corpuscles 
and 0.5 c. c. of a 1 in 500 dilution of haemolysin (rabbit v. sheep). The 
tubes were then incubated for one hour, at the end of which time the re¬ 
sults were read and recorded. 

The fresh guineapig serum (complement) was separately titrated and 
its value determined. 0.02 of this serum diluted to 0.5 c. c. and added to 
0.5 c. c. of a 1 in 500 dilution of haemolysin, 0.5 c. c. of a 1 in 20 sus¬ 
pension of sheep cells and 1 c. c. of normal saline solution produced com¬ 
plete haemolysis after one hour at 37° C. This was the smallest quantity 
of complement which produced complete haemolysis acting in conjunction 
with 0.5 c. c. of a 1 in 500 dilution (= 2 haemolytic doses) of the haemo¬ 
lytic serum. If we accept 0.02 c. c. as one lytic dose of the complement, 
column B represents the fixation of 2 1 /, minimal lytic doses of complement, 
column C 5 minimal lytic doses, and column D 10 minimal lytic doses. 

In the case of tube 6 of column D, nearly 10 doses of complement 
were fixed. A titration of the antiserum (rabbit v. goat) established the 
fact that this serum had a strong haemolytic action on sheep corpuscles. 
This explains the fact that in this experiment complement-fixation was not 
a more delicate indicator of the 
presence of a trace of antigen than 
the precipitin reaction. 

It appears from this experiment 
that using a 1 in 10 dilution of anti¬ 
serum the largest precipitate was ob¬ 
tained by adding an equal quantity 
of a 1 in 10 dilution of antigen. The 
greatest fixation of complement was 
obtained by adding to a 1 in 10 di¬ 
lution of antiserum an equal quantity 
of a 1 in 320 dilution of antigen. 


| j No Haemolysis 
□ Trace Haemolysis 
| j Blight Haemolysis 
n Half Haemolysed 


Each tube in the original ex¬ 
periment is represented by a square 
in the table. A black square re¬ 
presents total haemolysis or no 
fixation of complement A white 
square represents a tube in which 
no haemolysis has occurred, that is 
to day a tube in which all the com¬ 
plement has been fixed. 


01 Strong or Marked Haemolysis 


Almost complete Haemolysis 


Complete Haemolysis 

Explanation of Scheme used to 
illustrate the complement fixation 
Experiments. 
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Table I. 


Dilutions of 
normal Goat 
Serum 
(antigen) 


(A) 1 in 10 dilution of 
Rabbit v. Goat Serum 
(antibody). 

Amount of precipitate 
formed 


1 in 10 dilution of Rabbit v. 
Goat Serum (antibody) 

(B) (C) (D) 

0.05 c, c. 0.1 c. c. 0.2 c. c. 
guineapig complement 


(1) 

1 in 10 

90 

■ ■ 

1 ■ 

(2) 

1 in 20 

60 

■ ■ 

1 ■ 

(3) 

1 in 40 

40 

1 

□ □ 

■ 

(4) 

1 in 80 

45 

□ □ 

■ 

(5) 

1 in 160 

40 

□ □ 

a 

(6) 

1 in 320 

30 

□ □ 

□ 

(7) 

1 in 640 

10 □ □ 

a 

(8) 

1 in 1280 

5 □ □ 

■ 

(9) 

1 in 2560 

Large trace j J 

■ 

(10) 

1 in 5120 

Trace | 

■ ■ 

■ 

(11) 

1 in 10240 

Nil | 

■ ■ 

■ 


Remarks on Table I. 

From a consideration of Table I it is evident that the 
proportions of antigen and antibody which produce the largest 
quantity of precipitate are not those which effect the greatest 
fixation of complement. In this case a mixture of a 1 in 10 
dilution of antigen with a 1 in 10 dilution of antiserum pro¬ 
duced a large precipitate but did not fix 2 1 /* minimal lytic 
doses of complement. Similar and consistent results were 
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obtained by mixing a variety of antigens with the homologous 
antisernm. It was determined that mixtures which rapidly 
produced a large flocculent precipitate had little or no power 
to bind complement If, however, the relative properties of 
antigen and antibody were such that the precipitate formed 
slowly, the mixture was found to have very distinct power to 
bind complement. Roughly speaking the maximal fixation of 
complement corresponded to the mixture of antigen and anti¬ 
body which at the expiration of half an hour showed the 
greatest uniform turbidity. If to a series of dilutions of the 
antigen was added a constant amount of antibody, two tubes 
could be picked out from the set: the one contained the pro¬ 
portions of antigen and antibody which produced the largest 
precipitate, the other the proportions of antigen and antibody 
most favourable to complement fixation. With constant anti¬ 
body the amount of antigen necessary to produce the maximal 
fixation of complement was much smaller than the amount of 
antigen necessary to produce the largest amount of precipitate. 
In the experiment recorded in Table I it was found that 
thirty times as much antigen was required to produce the 
maximal precipitate as was necessary to produce the maximal 
fixation of complement. 

The process which causes both precipitation and comple¬ 
ment fixation is in all probability the aggregation of molecules 
present in the antiserum by the action of the antigen. When 
sufficient antigen is present, aggregation takes place ener¬ 
getically and large flocculi are rapidly separated. These are 
the conditions favourable to the precipitation reaction. If a 
relatively smaller amount of antigen is present, the process 
of aggregation is slower and less complete. These are the 
conditions favourable to complement fixation. 

Under these conditions the individual particles which form 
the precipitate are extremely small, but the surface afforded 
by all the particles of such a precipitate must be much larger 
than that offered by a precipitate composed of large flocculi. 

It is indeed possible that there is a direct relationship 
between the surface area of the particles of the precipitate 
and the amount of complement absorbed. In any case it is 
probable, for reasons that will appear from an experiment to 
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be described later (Table II), that complement is fixed during 
the earliest stages of the formation of the precipitate and 
that consequently the proportions of antigen and antibody 
which cause a very slow precipitation are those favourable to 
the fixation of complement The fixation of complement seems 
to stand in close relationship with the rate of formation and 
the state of division of the precipitate. It can, in fact, be 
shown experimentally that either complement-fixation or pre¬ 
cipitation can be produced with the same antigen and the 
same antibody by merely varying the proportions of the 
mixture. It is obvious, then, that the fact that complement- 
fixation and precipitation do not run a parallel course affords 
no evidence of the separate existence of two varieties of antibody 
— namely precipitins and amboceptors — for the proportions 
which favour the rapid formation of a large precipitate are 
unfavourable to the fixation of complement, and the proportions 
which effect the best fixation of complement do not lead to 
the rapid formation of a precipitate. It will be remembered 
that in Wassermann and Bruck’s experiment the fresh 
bacterial extract had the power of producing a precipitate and 
of fixing complement. The extract was then put aside and 
at the time of the second experiment it was found to have 
lost its precipitating powers without loss of its complement 
binding properties. This result, can, I think, be explained 
without postulating the existence of two different antibodies. 
It seems probable that during the interval between the first 
and second experiments a destruction of the specific antigen 
had taken place and that at the time of the second experiment 
the antigen content of the extract had been so far reduced 
that there was no longer sufficient to produce a visible pre¬ 
cipitate. The conditions were, nevertheless, exactly those 
which have been shown to be favourable to the fixation of 
complement — namely, the presence of a relatively small quantity 
of antigen and a relatively large quantity of antibody. 

A similar explanation probably holds good for some 
experiments of Liefmann and of Friedberger. In Fried- 
berger’s experiment the antiserum was heated for one hour 
at 67° C. and was then found to have lost its precipitating 
property but not its complement-fixing property. The effect 
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of heating on the antiserum, was probably to render the 
precipitation process slow and incomplete. These are the 
very conditions under which complement is best fixed. Lief- 
mann heated the antigen - containing serum and destroyed 
its power of forming a precipitate without interfering with 
its complement binding power. This experiment is probably 
capable of the same explanation. 

With the majority of antisera investigated it was found 
possible to demonstrate that the proportions which rapidly 
produced a precipitate did not effectively bind complement. 
There were however two exceptions in the series. In the 
case of these antisera, which were both exceptionally “weak”, 
the precipitate was only very slowly formed even when large 
quantities of antigen were used. It was not found possible 
in these cases to find proportions of antigen and antibody 
which produced a precipitate without binding complement. 
With these antisera, in which precipitation was always slight 
and slow, the amount of complement fixed was always pro¬ 
portional to the degree of turbidity produced. If, however, 
the antiserum was a “good” antiserum it was always found 
possible to prepare a mixture of antigen and antibody in 
proportions which would rapidly precipitate but which did 
not fix complement 

Experiment II (Table II). 

In this experiment the complement was added immediately and at 
varying periods after the mixtures of antigen and antibody were made. Ten 
identical sets of antigen dilutions were prepared. To all the tubes was added 
the same amount of antiserum. One set was set aside for observations on 
the rate and degree of precipitation. Turbidity appeared immediately after 
mixing in the first four tubes. After 10 minutes flocculi had appeared 
in the first three tubes and tubes 4 and 5 showed turbidity. After half 
an hour large flocculi had separated leaving a clear fluid in the firet three 
tubes, tube 4 showed smaller flocculi, and tube 5 minute particles. Tube 6 
showed marked uniform turbidity. Slight opalescence was present in 7 
and 8. After one hour the precipitate had deposited in the first three 
tubes. In tubes 4, 5 and 6 smaller particles were still suspended in the 
fluid. Tubes 7 and 8 showed distinct turbidity and a trace of opalescence 
could be detected in tube 9. 

The other nine sets of tubes were treated as follows: To the first 
three sets complement in three different dilutions was added and then to 
every tube the same amount of antibody. In the next three sets the anti- 
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body was added directly to the antigen and the tubes were incubated for 
half an hour. The complement was then added. In the next three sets 
the antigen and antibody mixtures were incubated for one hour before the 
addition of complement After the addition of complement each set of 
tubes was incubated for one hour, when a suitable mixture of corpuscles 
and haemolytic serum was added. Each set was then incubated for a 
further period of one hour, at the end of which time the results were read 
and recorded. The experiment shows the result of adding complement at 
various times after the mixture of the antigen with the antibody. A full 
set of control tubes was also prepared. In all of these tubes complete 
haemolysis occurred. 

Table II. 


Antiserum 1 in 10 (Rabbit v. Goat). 



Dilution Complement added 
of Goat immediately 

after */» ’ 

hr. 

after 1 hr. 


Serum 

(antigen) 

0.05 

0.1 

Fresh guineapig serum 
0.2 0.05 0.1 0.2 

0.05 

0.1 0.2 

(1) 

1 in 10 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

(2) 

1 in 20 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

(3) 

1 in 40 

□ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

(4) 

1 in 80 

□ 

□ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

(5) 

1 in 160 

□ 

□ 

■ 

□ 

■ 

■ 

■ 


(6) 

1 in 320 

□ 

□ 

■ 

□ 

□ 

■ 

□ 

■ 

(7) 

1 in 640 

□ 

m 

■ 

□ 

□ 

■ 

□ 

■ 

(8) 

1 in 1280 

□ 

m 

■ 

m 

■ 

■ 

■ 

■ 

(9) 

1 in 2560 

■ 

u 

■ 

m 

■ 

■ 

■ 

■ 

(10) 

1 in 5120 

■ 

m 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 




Re 
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It is quite apparent that to obtain the greatest fixation 
the complement should be present from the time when antigen 
is mixed with antibody. After half an hour’s preliminary incu¬ 
bation there was a marked reduction in the complement binding 
power of the mixtures. If one hour was allowed to elapse 
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before complement was added very little fixation took place. 
As was anticipated this loss of complement binding power was 
more marked in the tubes in which the precipitation process 
was rapid. A comparison of the results obtained in tubes 4 
to 8 in the various columns shows this point clearly. With 
the immediate addition of complement the maximum fixation 
occurred in tube 5, which contained a mixture of 1 in 160 
antigen with 1 in 10 antibody. When half an hour had been 
allowed to pass before complement was added the contents of 
tube 5 showed little power to fix complement while tube 6 
which contained a mixture of 1 in 320 antigen with 1 in 10 
antibody showed the best fixation of complement. The experi¬ 
ment bears out the view that complement is not fixed to any 
extent by the particles of a visible precipitate. It is propable 
that complement is fixed during the very earliest stage of the 
precipitation process at a time when the individual aggregates 
are so small that no turbidity is visible. When on the other 
hand the process has advanced to a stage at which visible 
precipitation occurs, the conditions necessary for the fixation 
of complement, are no longer present. 

Experiment III (Table III). 

In Experiment III the amounts of precipitate which occur when 
varying quantities of antigen are added to a constant quantity of antibody 
have been accurately measured and are recorded in Table II. 

The table shows that the amount of the precipitate formed depends on 
the relative proportions of antigen and antibody present in the mixture. 
With a 1 in 5 dilution of antiserum the largest precipitate was obtained by 
adding a 1 in 8 dilution of antigen. With half the quantity of antiserum 
(1 in 10) the largest precipitate was obtained by adding a 1 in 16 dilution 
of antigen. The largest precipitate obtained with the 1 in 10 dilution 
of antiserum was about half the largest amount obtained by the use 
of twice as much antiserum (1 in 5 dilution). This is in accord with the 
view of Chapman and Welsh that the amount of the precipitate is 
proportional to the amount of antiserum present. One of the main results 
of all these experiments was to show that for any quantity of antiserum 
there exists a quantity of antigen which is capable within a definite period 
of time, of producing the largest precipitate obtainable from such a quan¬ 
tity of antiserum. Table III also illustrates very clearly the inhibitory 
effect of relative excess of antigen. This is plainly seen by comparing the 
figures in the two columns. A 1 in 4 antigen dilution, which constituted 
a marked antigen excess for an equal quantity of 1 in 10 antiserum, pro- 
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duced almost the largest precipitate of the series when mixed with a 1 in 5 
dilution of antiserum. 

Table HI. 


5 c.c. 

Dilutions of Normal 
Horse serum 
(antigen) 

5 c.c. 

of a 1 in 5 
dilution of Rabbit 
v. Horse serum 
(antibody) 

5 c.c. 

of a 1 in 10 
dilution of 
Rabbit v. Horse 
serum 

5c.c. 

Normal 

saline 

solution 

Undiluted serum 

7 

0.5 

Clear 

Diluted 1 in 2 

14 

3 

)) 

„ 1 in 4 

19 

6.5 

yy 

„ 1 in 8 

20 

8 

yy 

„ 1 in 16 

11 

12 

yy 

„ 1 in 32 

6 

6 

ty 

„ 1 in 64 

4 

2.5 

yy 

„ 1 in 128 

3 

1.5 

yy 

., 1 in 256 

2 

0.75 

yy 

„ 1 in 512 

1 

0.5 

yy 

„ 1 in 1024 

0.75 

less than 

yy 



0.5 


5 c.c. normal 
saline solution 

clear 

clear 


Three sets of dilutions 

of hone serum 

were prepared. To 

one set 


(| 

i 

$ 

(9) 

( 10 ) 

( 11 ) 

( 12 ) 


was added an equal quantity of a 1 in 5 dilution of antiserum, to another 
set was added a 1 in 10 dilution of the antiserum. The third set received 
an equal quantity of normal saline solution and acted as an antigen 
control. The antiserum controls are shown in the tubes numbered 12. 
All the tubes were incubated for 4 hours at 37° C and then placed 
overnight in the cold room. The tubes were then centrifugalised for one 
hour. The tubes ended in a narrow portion, which was calibrated in such 
a way that the amount of the precipitate could be accurately determined. 
Hie relative quantities of the precipitates in each tube are indicated by 
the figures. 


Experiment IV (Table IV). 

Experiment IV is designed to show more clearly the influence of 
excess of antigen on the resulting precipitate. 

In the first two tubes the excess of antigen was so great that no 
trace of a precipitate appeared. In tube 3 the antigen was still present in 
relative excess although it contained only twice the optimal quantity of 
antigen. The effect of this excess was to render precipitation slow and 
imperfect. Opalescence only slowly made its appearance in this tube and 
after a considerable delay a few large flocculi became visible. Precipitation 
was even to the end of the experiment very incomplete and the contents 
of the tube remained permanently opalescent. It will be noticed that, if 
the proportions of antigen and antibody are approximately correct, pre¬ 
cipitation rapidly proceeds by a process of aggregation of particles to the 
formation of definite flocculi which fall to the bottom and leave a clear 
fluid. If there is an excess either of antigen or antibody a condition of 
homogeneous turbidity or opalescence is the result. 
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The mixture in which this slowing of precipitation is due to antibody 
excess have always very considerable power to bind complement. On the 
other hand complement is not bound by mixtures in which antigen excess 
is responsible for imperfect precipitation. It will be seen from this and 
other tables that the precipitation reaction appears to be much more easily 
inhibited by excess of antigen than by excess of antibody. In Table IV 
where the largest precipitate was produced by a 1 in 10 dilution, four times 
this quantity of antigen entirely inhibited the reaction, while a slight 
opalescence could be produced by the use of a Vtooo^ 1 part this quantity. 

Table IV. 


Precipitation Experiment. 


Dilutions of 
Goat serum 
(antigen) 

(1) 4 in 5 

(2) 2 in 5 

(3) 1 in 5 

(4) 1 in 10 

(5) 1 in 20 

(6) 1 in 40 

(7) 1 in 80 

(8) 1 in 160 

(9) 1 in 320 

(10) 1 in 640 

(11) 1 in 1280 

(12) 1 in 2560 

(13) 1 in 5120 

(14) 1 in 10240 

(15) 1 in 20480 

(16) 1 in 40960 


Rabbit 7. Goat serum 
(antibody) 
Diluted 1 in 10 
No deposit 
No deposit 
0.03 
0.11 
0.07 
0.05 
0.06 
0.05 
0.04 
0.02 
0.01 

Large trace. 

Trace. 

No deposit. Opalescent. 

No deposit. Opalescent. 

No deposit. Clear. 


The various amounts of antigen indicated in the table were mixed 
with a constant quantity of antiserum. The progress of precipitation was 
a follows: 

Immediately after mixing opalescence appeared in tubes to 4 to 9. 
Small particles appeared after five minutes in tube 5 and shortly 
afterwards in tubes 4 and 6. After ten minutes big flocculi were present 
in tubes 4 and 5, and small flocculi in tube 6. After half an hour 
tubes 1 and 2 were still clear; tube 3 was opalescent; in 4, 5, and 6 large 
flocculi had fallen to the bottom of the tube leaving a clear supernatant 
fluid; in 7 and 8 small particles were present; 9,10, and 11 showed dimin¬ 
ishing grades of uniform turbidity. After 2 hours tubes 1 and 2 were 
clear; in 3 a few flocculi had formed and fallen to the bottom but the 
supernatant fluid was opalescent, in 4 to 11 the precipitate had settled to 
the bottom leaving a clear supernatant fluid; 12 contained small particles 
still suspended in the fluid; 13 and 14 were distinctly opalescent, and 15 
showed a trace of opalescence. 

After 3 hours the deposits were brought down by the centrifuge 
and their amounts recorded. Tubes 3, 14 and 15 remained opalescent 
after centrifugalisation. Antigen and antibody controls were put up and 
remained clear. 
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Experiment V (Table V), 

Id this experiment an attempt has been made to show the effect of 
antigen excess in both precipitation and complement fixation. It will be 
seen that as regards precipitation the effect of the excess of antigen becomes 
more marked as the antiserum becomes more dilute. The complement- 
fixation is more susceptible to the influence of antigen than the precipi¬ 
tation. There are two reasons for the inhibition of complement-fixation 
by antigen excess which occur under two different sets of conditions. 
With great antigen excess, no precipitation occurs, the mixture remains 
clear, and no complement is fixed. With a less quantity of antigen a 
large precipitate is formed. These are the conditions which, as has already 
been shown, are most favourable to the formation of a precipitate but 
which do not favour the fixation of complement. If a long series of tubes 
is prepared in which various amounts of antigen are mixed with a constant 
amount of antibody, a variety of zones may be differentiated. The largest 
amounts of antigen entirely inhibit both precipitation and complement- 
fixation and the mixture remains clear. In the next zone precipitation is 
delayed and incomplete, and no complement is fixed. In the third zone 


Table V. 

Antiserum Rabbit v. Goat. 

Dilutions Diluted 1 in 10 Diluted 1 in 20 Diluted 1 in 40 



of Goat 
Serum 
(antigen) 

Precipi¬ 

tation 

pkTnt S’ p 
Fixation tatlon f 

2?* p s-, 

Com¬ 

plement 

Fixation 

(1) 

1 in 10 

Large 

Deposit 

■ 

| Trace 1 

1 Deposit | 


No 

Precipitate 

■ 

(2) 

1 in 20 

Large 

Deposit 

■ 

1 Small I 

1 Deposit 1 


No 

Precipitate 

■ 

(3) 

1 in 40 

Large 

Deposit 

J 

Deposit | 

■ 

Trace 

Deposit 

■ 

(4) 

1 in 80 

Large 

Deposit 

□ 

Deposit 

□ 

Very small 
Deposit 

■ 

(5) 

1 in 160 

Large 

Deposit 

□ 

Deposit 

□ 

Very small 
Deposit 

□ 

(6) 

1 in 320 

Deposit 

□ 

Deposit 

□ 

Very small 
Deposit 

□ 


For the sake of simplicity the controls have been omitted from the 
table. All the usual control tubes were set up and were satisfactory. Six 
sets of antigen dilutions were put up. Three sets were reserved for the 
precipitation experiment and three sets for the complement fixation ex¬ 
periment. 
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precipitation is rapid and complete, but no complement is fixed. In the 
fourth zone precipitation begins again to be delayed and is less complete. 
These proportions represent for precipitation a slight antibody excess, 
nevertheless it is in this zone that complement-fixation appears and reaches 
its maximum. In the fifth zone precipitation is greatly delayed and is 
very incomplete. In this zone complement-fixation is well marked but 
nevertheless decreases tube by tube with the precipitate. In the sixth zone 
complement fixation can be demonstrated for a variable number of tubes 
after all evidence of precipitation has disappeared. 


Experiment VI (Table VI). 

This experiment is designed to show that similar inhibition phenomena 
occur in reactions between bacterial antigen and its corresponding antibody. 

It might be supposed that the inhibitary influence in the precipitate 
formation shown in the first three tubes of the experiment recorded in 
Table IV was due not so much to excess of specific antigen as to the pres* 
ence of a relatively large amount of colloidal material or to a relatively 
small quantity of electrolytes. The antigen employed in this case was a 
distilled water extract of Bacillus typhosus. This extract contained 
very little proteid and the fact that with this extract it was possible to 
demonstrate the influence of antigen excess, is proof that the inhibition is 
really due to an excess of the actual antigen. 

In other respects Table VI shows the same points as Table UL The 
influence of the relative proportions of antigen and antibody on the amount 


Table VL 


(1) 

a 

(4) 

(5) 

( 6 ) 

(7) 


5 c.c. 

Dilutions of 
Extract of 
B. typhosus 
(antigen) 

Undiluted 
Diluted 1 in 2 

„ 1 in 4 

„ 1 in 8 

„ 1 in 16 

„ 1 in 32 


(8) 5 c.c. Normal 

Saline solution 


5 c.c. 

of a 1 in 5 
dilution of 
Antityphoid 
serum 
(antibody) 
15 
8 
6 
3 

1.5 

0.75 

0.5 


of a 5 1 in 20 
dilution of 
Antityphoid 
serum 

Very slight trace 

3 

2 

1 

0.5 

0.25 


Serum controls: 


Clear Clear 


5 c.c. 
Normal 
saline 
solution 
(Extract 
controls) 
Clear 


Three sets of dilutions of typhoid extract were prepared. To the 
first set was added an equal quantity of a 1 in 5 dilution of antityphoid 
serum; to the second set was added a 1 in 20 dilution; to the third set 
normal saline. The tubes were incubated for three hours and then allowed 
to stand overnight in the cold room. On the next day the precipitate was 
brought down with a centrifuge and the amount of each precipitate was 
recorded. 
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of the precipitate are well shown. The method employed for measuring 
the amount of the precipitate was not of course extremely accurate, never* 
theless the figures are sufficiently close to lend considerable support to the 
views of Chapman and Welsh. It will be seen from tube 2 that a mix¬ 
ture of 1 in 2 antigen with 1 in 5 antiserum produced a precipitate of 8. 
Tube 4 shows that a mixture of one quarter of the amount of antibody 
produced one quarter of the amount of precipitate. 

On the quantitative Relations of Antigen and Antibody in 

Preaipitation and Complement Fixation Experiments. 

It will be seen from the experiments which have been 
described that the question of the relative proportions of 
antigen and antibody is one of the greatest importance in 
both the precipitation and the complement-fixation reaction. 
Chapman and Welsh have shown that from any given 
quantity of antiserum a certain definite quantity of precipitate 
can of obtained. According to their view, the amount of pre¬ 
cipitate is directly proportional to the amount of antiserum 
present. If to a constant quantity of antiserum are added 
various quantities of antigen the amount of the precipitate 
will in all cases be the same, provided that sufficient time be 
allowed for complete precipitation to take place. The larger 
quantities will rapidly precipitate the precipitable substance of 
the antiserum and the smaller quantities will precipitate it 
very slowly, but ultimately the same amount of precipitate 
will be produced. 

In the experiments described in this paper precipitation 
has only been allowed to proceed for a limited time. When 
a short time only is allowed for precipitation, the results 
necessarily differ widely from the figures obtained by Chap¬ 
man and Welsh. When only a short time is allowed, the 
amount of the precipitate depends on the relative proportions 
of antigen and antibody. That is to say for any given quantity 
of antiserum a quantity of antigen can be found which is able to 
rapidly precipitate the precipitable substance in the given quan¬ 
tity of antiserum. Such a mixture may be said to contain antigen 
and antibody in optimal or equivalent proportions. In such a 
mixture particles appear almost immediately and after a few mi¬ 
nutes large flocculi have aggregated together and fallen to the 
bottom of the tube leaving a perfectly clear supernatant fluid 
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in which apparently no further precipitate is formed. The 
whole process is under these conditions complete within a 
few minutes. 

The importance of equivalent proportions of antigen and 
antibody for precipitation is fairly well shown in Tables III 
and VI. 

If a series of quantities of antigen are mixed with a con¬ 
stant amount of antiserum and if the mixtures are centri- 
fugalised after a few hours it is found that for any given 
quantity of antiserum there exists a quantity of antigen which 
is able to produce the largest precipitate. If, to a duplicate 
series of amounts of antigen there be added half the amount 
of antiserum the largest precipitate will be half the amount 
of the largest precipitate of the first series and it will be found 
in the tube which contains half the amount of antigen which 
produced the largest precipitate in the first series. 

The amount of the precipitate can be shown to be pro¬ 
portional to the amount of antiserum 1) by adding any amount 
of antigen and waiting until precipitation is complete; 2) within 
a shorter period of time by adding the optimal amount of 
antigen. 

In complement-fixation the matter of equivalent pro¬ 
portions is of even greater importance for it is essential that 
the experiment be carried out within a comparatively short 
period of time. It has been shown that the proportions of 
antigen and antibody which produce the most effective pre¬ 
cipitation are not as a rule those which produce the greatest 
fixation of complement. For any quantity of antiserum it is 
generally possible to select two quantities of antigen — the one 
will produce the most rapid and complete precipitation, the 
other the greatest fixation of complement. The quantity which 
produces the best precipitation is many times greater than 
the quantity which produces the best fixation of complement. 
The fixation of complement is in fact dependent on two factors, 
the one is the amount of the precipitate, the other is the state 
of division of the particles of the precipitate or rather the rate 
at which the precipitate is formed. The amount of complement 
fixed is proportional to the amount of the precipitate provided 
that the precipitate is slowly formed. To show that the amount 
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of complement fixed is proportional to the amount of anti¬ 
serum present, it is obviously necessary to add to each quantity 
of antiserum the optimal quantity of antigen. 

On the Use optimal Proportions in the praotioal Application 
of the Complement Fixation Test. 

Experiment VII (Table VII and VIII). 

It has been shown that complement is best fixed when antigen and 
antibody are mixed in optimal proportions which have to be determined 
for any antigen and antiserum by actual experiment. 

The experiments recorded in Tables VII and VIII show fairly clearly 
the inhibitory influence of the presence of a relative excess either of antigen 
or of antiserum. The complement-fixation reaction is frequently used for 
detecting the presence of antigen or of antibody, for the purposes of diag¬ 
nosis. If the material which is being investigated contains only a trace of 
the specific antigen, its presence can only be demonstrated by adding an 
approximately equivalent quantity of antiserum. For instance it will be 
seen in Table VIII that the presence of antigen in an extract dilution of 
1 in 1280 could be demonstrated by adding an antiserum dilution of 1 in 20: 
smaller and larger quantities of the antiserum failed to show any fixation 
of complement. Table VII show that when the antiserum was diluted to 
1 in 300, it was necessary to dilute the extract considerably (1 in 32) before 
any marked fixation of complement could be demonstrated. 

Since the correct proportions must in every case be ascertained by 
direct experiments it follows that it is advisable to use many quantities 
both of the antigen and of the antiserum if it is desired to detect the 
presence of a minute trace of either. 

The complement-fixation method is often used for the quantitative 
estimation both of antigen and of antibody. It has been recommended as 
a method of determining the “strength” of antimeningococcus serum and 
efforts have been made to devise a method for giving a quantitative value 
to the results of the Wassermann reaction. In one method a constant 
quantity of the antigen is selected and titrated with falling quantities of 
antiserum. The probable result of this method is seen in Table VII. If 
a 1 in 8 dilution of extract had been selected as the constant quantity of 
antigen, the limit of the antiserum is reached at a dilution of 1 in 100. 
Had a 1 in 32 dilution of extract been selected the limit would not have 
been reached until the antiserum had been diluted to 1 in 300. The ap¬ 
parent titre of the antiserum is in fact determined by the quantity of extract 
(antigen) selected. 

The other method is to keep the dilution of antiserum constant and 
to use falling dilutions of the extract. The results to be expected from 
this method are shown in Table VHI. 

It will be seen from this experiment that if an antiserum dilution of 
1 in 5 was taken, the extract could be diluted to 1 in 320 but if the anti- 
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serum dilution selected was 1 in 20 the extract could be diluted to 1 in 
1280. The result arrived at is that the serum dilution 1 in 20 is stronger 
than the serum dilution 1 in 5. If we suppose that the 1 in 5 serum 
dilution represents a constant quantity of an antiserum A and that the 
1 in 20 dilution represents an equal quantity of another antiserum, we arrive 
by this method at a result which shows that antiserum B is stronger than 
antiserum A. It is equally obvious that the strength of the extract could 


Table VII. 



Dilutions of 
Typhoid 
Extract 

Anti- 

Diluted Diluted Diluted 
dSd 1 in 50 1 in 100 1 in 300 

1 in 5 

Normal 

Saline 

Solution 

Extract 

Controls 

(1) 

1 in 4 

□ 

□ □ ■ 

■ 

(2) 

1 in 8 

□ 

□ □ ■ 

■ 

(3) 

1 in 16 

□ 

□ □ ■ 

■ 

(4) 

I in 32 

□ 

□ □ □ 

■ 

(5) 

1 in 64 

□ 

□ □ □ 

■ 

(6) 

1 in 128 

□ 

□ □ □ 

■ 

(7) 

1 in 256 

■ ! 

n ■ ■ 

■ 

(8) 

1 in 512 

■ 1 

■ ■ ■ 

■ 

(9) 

1 in 1024 

■ 1 

■ ■ ■ 

■ 

( 10 ) 

(Serum 

Controls) 

■ 1 

■ ■ ■ 

■ 


The results shown in this table were obtained by mixing 9 quantities 
of an extract of Bacillus typhosus with 4 quantities of an antityphoid 
serum. The extract and serum were the same as those used in the pre¬ 
cipitation experiment recorded in Table VI. This experiment was carried 
out in the same manner as experiment VLLI. (See Footnote to Table VIII.) 
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not have been determined either by taking a constant amout of extract and 
falling quantities of antiserum or by taking a constant amount of anti¬ 
serum and titrating it with falling quantities of extract. 

As far as these experiments go it appears that if a constant quantity 
of extract be added to varying quantities of antiserum valid relative 
differences can be obtained between two given sera. If, however, varying 


(1) 

( 2 ) 

(3) 

(4) 

(5) 

( 6 ) 

(7) 

( 8 ) 
(9) 

( 10 ) 

( 11 ) 


Table VIII. 


Dilutions 

Typhoid 

Extract 


1 in 5 
1 in 10 
1 in 20 
1 in 40 
1 in 80 
1 in 160 
1 in 320 
1 in 640 
1 in 1280 
1 in 2560 


Dilutions of Antityphoid Serum. 

Normal 

lin 1 in lin 1 in lin lin lin Saline 
5 10 20 40 80 160 320 Extract 

Control 

□□□□□□□■ 
□□□□□□□■ 
□□□□□□□■ 
□□□□□□□■ 
□□□□□□□■ 
■□□□□HUB 
■ El □ QS19I 



Serum 

Controls 



In this experiment 10 dilutions' of a typhoid extract and 7 dilutions of 
an antityphoid serum were used. Every dilution of extract was allowed 
to interact with every dilution of antiserum. Each tube contained 0.5 c.c. 
of an antiserum dilution, 0.5 c.c. of an extract dilution and 0.5 c.c. fresh 
guinea-pig serum in a dilution of 1 in 10. After incubation for one hour 
at 37° C there were added 0.5 c.c. of a 1 in 20 suspension of sheep cor¬ 
puscles and 0.5 c.c. of a 1 in 400 dilution of haemolytic serum (rabbit v. 
sheep). The results were read after a second period of incubation for two 
hours. The extract and antiserum were different from those used in ex¬ 
periment VII. 
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quantities of extract be added to a constant quantity of antiserum a greatly 
diluted antiserum appears to be stronger than the one which has been 
less diluted. 

To make an absolute quantitative estimation either of the antibody 
content of an antiserum or of the antigen content of an extract it is neces¬ 
sary to titrate falling quantities of antiserum with falling quantities of 
the extract. 

If it be desired to determine the complement binding power of any 
quantity of antiserum, it is essential to mix with it the equivalent amount 
of extract. When the correct proportions have been determined the amount 
of complement bound may be estimated, by the use of various amounts of 
complement. The value of using various amounts of complement as a 
quantitative method was pointed out by Muir and Martin (1906). The 
actual complement binding power of any amount of antiserum can, however, 
only be determined if it is mixed with the correct amount of extract. 

On the Cause of the Inhibition of the Reaction by relative 
Excess of either Antigen or Antibody. 

No theory of the cause of complement-fixation can be 
considered satisfactory which does not explain the inhibition 
effects produced by relative excess of either antigen or anti¬ 
body. It seems rather a difficult matter to interpret these 
effects on the basis of the amboceptor hypothesis. The only 
possible explanation is similar to that offered by Neisser 
and Wechsberg (1901) in their paper on bacteriolysis. 

It will be remembered that in their experiments when a 
large quantity of antiserum was present no bacteriolysis took 
place. Neisser and Wechsberg put forward the view 
that under these circumstances the mixture contained a large 
excess of free amboceptors that is to say amboceptors which 
had not become attached to the bacilli. They assumed that 
these free amboceptors took up a large quantity of the com¬ 
plement with the result that there was not sufficient com¬ 
plement for the amboceptors which had attached themselves 
to the bacilli. It does not seem easy to apply this highly 
theoretical explanation to the effects shown in Tables VII 
and VIII. If it is assumed that in this case the complement 
is deviated by the excess of free amboceptors it is also ne¬ 
cessary to assume that the complement is subsequently liberat¬ 
ed from the free amboceptors to be taken up by the com¬ 
bination of haemolytic amboceptors and red corpuscles. The 
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amboceptor hypothesis, moreover, leaves us without any ex¬ 
planation of the inhibition produced by a relative excess of 
extract. 

Now it has been shown that when either antiserum or 
antigen is present in relative excess precipitation is very 
greatly delayed. Under these conditions the aggregation pro¬ 
cess necessary to complement-fixation does not occur, or at 
any rate, does not occur within the hour allowed for the re¬ 
action. The precipitation theory affords a much better expla¬ 
nation of the excess effects than the amboceptor theory. As has 
been already pointed out, excess of antigen interferes with the 
fixation of complement in two ways. If the excess is very 
great no precipitate is formed and no complement fixed. With 
less quantities of antigen a stage can as a rule be demon¬ 
strated in which the precipitation occurs so rapidly that the 
early stages, during which complement is probably fixed, are 
passed through too rapidly to permit of effective fixation 
taking place. 

The quantitative Estimation of Serum in the 
Wassermann Reaction (Table IX). 

This experiment has been recorded in order to show that excess 
effects can be demonstrated with a positive syphilitic serum and an ex¬ 
tract of syphilitic liver. It will be seen that an accurate quantitative result 
cannot be obtained either by titrating a constant quantity of extract with 
falling amounts of serum or by keeping the serum constant and varying 
the quantities of extract. 

The point raised is fairly well shown in Table IX. If a dilution of 
1 in 10 extract had been selected as the constant quantity it would have 
been found that a “complete reaction” could be obtained after the serum 
had been diluted to 1 in 20. If however, half the quantity of extract had 
been selected, a practically complete reaction would have been obtained 
after the serum had been diluted to 1 in 40. It will be seen that the 
extent to which the serum can be diluted depends on the dose of extract 
selected. 

The table also shows the result of using a constant amount of serum 
and falling amounts of extract. If we take two dilutions of serum 1 in 5 
and 1 in 20 and titrate each quantity with various quantities of the extract, 
we find that using the 1 in 20 serum dilution the extract can be diluted 
further than it can be if a 1 in 5 dilution is used. 

If these two dilutions of serum, 1 in 5 and 1 in 20 be taken as re¬ 
presenting two separate sera which are to be investigated and if a constant 
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quantity of each is titrated with falling quantities of extract, it is obvious 
that an incorrect result will be obtained. 

To obtain an accurate quantitative result various quantities of extract 
must be mixed with various quantities of serum. When the optimal pro¬ 
portions have been ascertained the actual amount of complement fixed can 
be determined by the use of various quantities of complement 

Apart from the question of attempting to make the Wassermann 
reaction quantitative it is certainly advantageous at all times to use a 
series of dilutions. It wi 
of serum gives a marked 
of 1 in 20, but only pai 


Dilutions of 
Syphilitic 
Serum 

(1) 1 in 5 

(2) 1 in 10 

(3) 1 in 20 

(4) 1 in 40 

(5) 1 in 80 

(6) 1 in 160 

(7) Saline Ex¬ 
tract Controls 

The materials used for this experiment were the serum from a syphi¬ 
litic patient and an alcoholic extract prepared from the liver of a syphi¬ 
litic foetus. Each tube (excepting of course the control tubes) contained 
0.5 c. c. of diluted extract, 0.5 c. c. of diluted serum and 0.5 c. c. of guinea- 
pig serum diluted 1 in 10. After one hour's incubation at 37° C there 
were added 0,5 c. c. of a 1 in 20 suspension of sheep corpuscles and 0.5 c. c. 
of a 1 in 500 dilution of haemolytic serum. The results were read after a 
second period of incubation lasting for one hour. 

Experiment X (Table X). 

This experiment is similar to those shown in Tables VII and VIII. 
Seven quantities of typhoid extract and 6 quantities of antityphoid serum 
were used. The experiment was set up in such a way that every quantity 
of extract was mixed with every quantity of antiserum. There resulted 42 
mixtures each containing different proportions of antigen and antibody. 


11 be seen from the table that a 1 in 40 dilution 
fixation of complement with an extract dilution 
rtial fixation with an extract dilution of 1 in 10. 


Table IX. 

Dilutions of Liver 
Extract 

1 in 1 in 1 in 1 in 
10 20 40 80 

□ nau 

□ □□■ 
□ □□a 

a □ aa 


Saline 

Seram 

Controls 
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Each of these mixtures was represented by three tubes each of which re¬ 
ceived a different dose of complement. A quantitative measure of the 
amount of complement bound by each of the mixtures was thus attempted. 
The value of the complement was determined by a separate experiment 
and the minimal haemolytic dose of the guinea-pig serum was found to 
be 0.0125 c. c. The method is of course only roughly quantitative for it 
must not be assumed that 0.025 c.c. has exactly twice the complement 
value of 0.0125 c. c. of the guinea-pig serum. The method was neverthe¬ 
less sufficiently accurate to give comparative results of some interest 

In the first three columns corresponding to the larger amounts of 
antiserum the quantities of complement used were 0.2 c. c., 0.1 c. c. and 
0.05 c. c. In the three last columns corresponding to the smaller amounts 
of antiserum the amounts of complement were 0.1 c. c., 0.05 c. c. and 
0,025 c. c. The experiment was performed in essentially the same way as 
in the case of the other experiments described in this paper. The extract 
dilutions were first prepared, the complement was added next and finally 
the antiserum. After one hour’s incubation at 37° C the blood and haemo- 
lysin were added. After a further period of incubation (2 hours) the re¬ 
sults were read. As in all the other experiments each of the five ingre¬ 
dients was added in a bulk of 0.5 c.c. and the total quantity of fluid in 
each tube was thus 2.5 c.c. 

It will be seen that the larger quantities of extract spontaneously 
bound the^ smallest quantity of complement used. The extent to which 
this spontaneous binding occurred is shown in the extract control column 
and as a matter of fact, the result of the experiment was not in the least 
obscured. 

Table Xa. 


Antityphoid Serum. 



Typhoid 

Extract 

i 

0.2 

0.0125 

0.1 0.05 

18* 

O 

0.003125 
niineapig Serum 
0.05 0.2 0.1 0.05 

0.0015625 

0.1 0.05 0.025 

(1) 

0.1 

□ 

a 

□ 

a 

a 

□ 

■ 

■ 

n 

■ 

■ 

□ 

(2) 

0.05 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

■ 

a 

or 

■ 

■ 

a 

(3) 

0.025 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

■ 

a 

□ 

■ 

■ 

□ 

(4) 

0.0125 

□ 

□ 

□ 

■ 

□ 

□ 

■ 

n 

□ 

■ 

a 

□ 

(5) 

0.00625 

■ 

□ 

□ 

■ 

a 

□ 

■ 

■ 

□ 

■ 

a 

□ 

(6) 

0.003125 

■ 

a 

□ 

■ 

■ 

□ 

■ 

■ 

n 

■ 

■ 

a 

(7) 0.0015625 
Serum Control 

■ 

■ 

a 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

(8) 0.5 c. c. 
Normal Saline 

■ 

■ 

■ 

i 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 

■ 
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Table Xb. 


Antityphoid Serum Extract Controls 

0.00078125 0.000390625 + 0.5 c.c. 

^Normal Saline 

Fresh guineapig Serum 

0.1 0.05 0.025 0.1 0.05 0.025 0.05 0.025 

TVphoid 

Extract 


■ 

□ 

■ 

■ □ 

m 

□ 

0.1 


■ 

a 

■ 

■ a 

■ 

a 

0.05 


■ 

■ 

■ 

■ ■ 

■ 

■ 

0.025 


■ 

a 

■ 

■ ■ 

■ 

■ 

0.0125 


■ 

a 

■ 

■ ■ 

■ 

■ 

0.00625 


■ 

a 

■ 

■ a 

■ 

■ 

0.003125 


■ 

■ 

■ 

■ a 

■ 

■ 

0.0015625 


Remarks on Table X. The Relation between the 


Amount of Antiserum and the Amount of Comple¬ 
ment fixed. 

This experiment demonstrated once more the importance 
of optimal proportions of antigen and of antibody. 


0.0125 c. c. antiserum bound most complement when 
mixed with 
0.00625 „ idem 

0.003125 

0.0015625 „ „ 

0.00078125 „ 

0.000390625 „ 


Extract 
0.05 c. c. 
0.05 „ or 

0.025 

0.025 „ or 

0.0125 „ 

0.0125 „ 

0.00625 „ 

0.003125 „ 


That is to say as the amount of antiserum was diminished 
the amount of extract necessary to give the best result also 
diminished. It is, in fact, quite impossible to estimate the 
antibody content of any given amount of serum unless the 
correct amount of antigen is used. With the data provided 
by Table X it is however possible to form a rough estimation 
of the amount of complement bound by each quantity of 
antiserum. 
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By selecting (in Table X) the most effective dose of ex¬ 
tract for each quautity of antiserum it is possible to roughly 
determine the complement bound in each case. 

It will be seen that the amount of complement bound is 
approximately proportional to the amount of antiserum. It is 
probable that when antiserum and antigen are mixed in the 
proportions most favourable to complement-fixation that the 
amount of complement fixed is in proportion to the amount 
of antiserum. This is in close agreement with the results of 
the precipitin experiments in which it was shown that the 
amount of precipitate is in proportion to the amount of anti¬ 
serum, provided that antigen and antiserum were mixed in 
equivalent proportions. 

Disousaion of Results. 

The evidence for the separate identity of complement 
binding antibodies and precipitins has been given at some 
length in the early portion of this paper. There is only need 
to take up the principal arguments and examine them in 
relation to the present experiments. 

(1) Many instances have been recorded in which 
there has appeared to be no relation between the 
amount of precipitate formed and the amount of 
complement fixed: (a) either a large precipitate 
has formed and no complement has been fixed, 
(b) or a slight opalescence has been observed or 
perhaps no precipitate at all, but complement 
has been very efficiently fixed. 

Now it has been shown that by taking any one antigen 
and any one antibody and by simply varying their relative 
proportions it is possible to produce either precipitation 
without complement-fixation or complement-fixation without 
precipitation. If the proportions are so adjusted that the 
precipitate is rapidly formed little or no complement is bound 
but if the proportions are such that precipitation is slow and 
incomplete, nothing more than a slight opalescence may appear 
even after the lapse of hours; complement is nevertheless 
efficiently fixed. The amount of complement absorbed is 
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conditioned by two factors, amount of precipitate formed and 
the rate of its formation. If the precipitate is very rapidly 
formed no complement is fixed but if the formation of a 
precipitate is sufficiently slow the amount of complement 
absorbed is always found to be proportional to the amount 
of the precipitate. In the case of most antisera it is possible 
to demonstrate either marked precipitation with little or no 
complement fixation, or complement fixation with little or no 
precipitation. Some antisera however are in all dilutions and 
proportions very slowly precipitated and in these cases the 
amount of precipitate is always proportional to the amount 
of complement fixed. The fact that complement-fixation occurs 
without the formation of a visible precipitate and a bulky 
precipitate may form without complement being fixed can not 
be accepted as evidence that the two reactions depend on the 
existence of two separate antibodies. 

(2) Complement fixation can be demonstrated 
in mixtures which contain so minute a quantity 
of antigen that no trace of a precipitate can be 
detected. 

That a trace of antigen can be detected by the complement 
fixation method when no trace of a precipitate can be seen, 
is almost universally admitted. This fact however, is no 
evidence that precipitation and complement fixation are inde¬ 
pendent phenomena. When only a trace of antigen is present 
the precipitation process is incomplete and extraordinarily 
slow. Now it has been shown that it is during the very 
earliest stages of the reaction between antigen and antibody 
that complement is best fixed. There is indeed reason for 
thinking (Table II) that the greater part of the complement 
is fixed during the earliest period of the reaction before even 
a trace of opalescence makes its appearance. 

(3) By heating the antiserum or the antigen 
containing serum or by merely storing an extract* 
the power of forming a precipitate is destroyed 
while the power of binding complement is 
retained. 

8 * 
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A similar explanation to that offered in the last para¬ 
graph may reasonably be given. When a bacillary extract is 
stored away a gradual loss of specific antigen may he supposed 
to occur. The old extract is no longer able to rapidly produce 
an obvious precipitate but is only able to slowly and incom¬ 
pletely precipitate the antiserum. These are just the conditions 
which favour complement fixation. Heat propably acts by altering 
either antigen or antibody so that precipitation is slower and 
less complete and consequently favourable to the fixation of 
complement 

(4) The serum of an animal during the process 
of immunisation develops complement binding 
properties earlier than the power of forming a 
precipitate. 

This is exactly the result that might be anticipated. The 
more delicate reaction, is, as might be supposed, the first to 
make its appearence. The slight aggregation of particles which 
follows the mixture of antigen and “weak" antiserum is not 
sufficient to produce a visible precipitate but can be demon¬ 
strated by the complement fixation reaction. 

It should also be remembered that the common method 
of determining the titre of a precipitin serum is to take a 
constant amount of the antiserum, usually quite a large amount, 
and to test it with falling quantities of the antigen. For determ¬ 
ining the complement binding value of a serum the reverse 
method is commonly used; that is to say, a constant amount 
of antigen is mixed with falling quantities of antiserum. In 
such experiments the result is dependent on the relative pro¬ 
portions of antigen and antibody. If the complement binding 
and precipitate forming properties are compared, the dilutions, 
relative proportions and the times allowed for the reactions 
are usually different. Under such conditions it is not sur¬ 
prising that the complement binding are earlier demonstrable 
than the precipitating properties or the reverse. The results 
are dependent on the experimental conditions. 

The fact that Chapman and Welsh have been able 
to prove that the precipitate is derived from the antiserum 
has an important bearing on the relation between precipitate 
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formation and complement-fixation. When it was held that 
the precipitate was derived from the antigen, it was difficult 
to see how the precipitate obtained from an exceedingly minute 
trace of antigen could be effective in complement-fixation. 
Chapman and Welsh have shown that it is the antigen 
which precipitates the antiserum and that a very minute trace 
of antigen is able, if sufficient time is allowed, to precipitate 
a relatively enormous precipitate from the antiserum. The 
action of the antigen is to induce an aggregation of the 
molecles of the antiserum and the earlier stages of the process 
produce the effective conditions for complement fixation. It 
is probable that the researches of Chapman and Welsh 
will prove of value in helping to explain the mechanism of 
other serum reactions. 

It has been shown that the greater part of the complement 
is bound at a very early stage in this aggregation process. 
Indeed after a visible opalescence has once formed it seems 
that very little complement is taken up. The fixing of 
complement is probably an adsorption process for which the 
optimal conditions are afforded during the earlier stages of 
precipitation. This view is supported by the results obtained 
in experiment II. 

Chapman and Welsh have shown that the amount of 
precipitation which can be obtained from any given quantity 
of antiserum is a constant quantity which is independent of 
the quantiy of antigen which may be present This result is 
obtained if sufficient time be allowed for complete precipitation. 
The rate, however, at which precipitation takes place is closely 
dependent on the amount of antigen present. If precipitation 
is interrupted after a few hours the amount of the precipitate 
formed bears a direct relationship to the amount of antigen 
present 

In complement-fixation experiments the reaction which 
takes place in the first hour which follows the mixture of 
antigen and antibody is alone of importance. If a constant 
quantity of antiserum be mixed with a series of quantities of 
antigen, a quantity of antigen can be selected which gives 
the largest precipitate within the time limit of the experiment. 
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Such a quantity of antigen may be called the optimal quantity 
of antigen, because it is the quantity which acts the most 
rapidly and efficiently on the selected quantity of antiserum. 
Such quantities of antigen and antiserum may be said to be 
the optimal proportions for precipitation. 

The relation of the amount of complement fixed to the 
amount of precipitate formed is complicated by the influence 
of another factor, the rate at which precipitation takes place. 
The conditions under which complement-fixation takes place 
are those under which the presence of a relative excess of 
antiserum produces slow and incomplete precipitation. Provided 
that the mixture contains a sufficient excess of antiserum, it 
is true that the amount of complement fixed is proportional 
to the amount of precipitate formed, but if the proportions 
are such that precipitation is rapid, then little or no com¬ 
plement is fixed. These experiments offer an explanation of 
the contradictory results which have been published, for the 
question as to whether a relation can be demonstrated between 
the amount of precipitate formed and the amount of com¬ 
plement fixed depends on the relative proportions of antigen 
and antibody. 

The proportions in fact, which favour rapid and complete 
precipitation are positively unfavourable to complement-fixation. 
On the other hand there is a definite relation between the 
proportions most favourable to precipitation and those most 
favourable to complement fixation. If a constant amount of 
antiserum be taken, it will, in the majority of cases, be found 
that the amount of antigen which will produce the best com¬ 
plement-fixation is many times less than the amount necessary 
to produce the largest precipitate. The reason why the two 
reactions do not run a parallel course is not because they 
are caused by two different sets of antibodies, precipitins and 
amboceptors but because they represent two phases or two 
stages of the same reaction, and it is not possible to demon¬ 
strate both stages under the same conditions. A flocculent 
precipitate represents the complete and final stage of a change 
which can be recognised in its earliest and incomplete stage 
by means of the complement fixation method. 
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Zusammenfassung. 

1) Die schnelle Bildung des grSBten Niederschlages, welche 
von einer bestimmten Quantit&t von Antiserum zu erlangen 
ist, geschieht nur durch das Mischen entsprechender Mengen 
von Antigen und Antikorper. 

2) Durch UeberschuB entweder des Antigens Oder des 
Antiktirpers wird die Ausflockung wesentlich verlangsamt. 

3) GroBer UeberschuB, entweder an Antigen Oder an Anti¬ 
kdrper, hemmt g&nzlich die Ausflockung. 

4) Werden Antigen und AntikOrper in solchen Mengen 
vermischt, die schnell einen groBen Niederschlag bilden, so 
wird sehr wenig Oder gar kein Komplement gebunden. Unter 
diesen Umstfinden steht der Grad der Komplementbindung 
nicht in Zusammenhang mit der Menge des gebildeten Nieder¬ 
schlages. 

5) Mischt man Antigen und AntikOrper in solchen Mengen, 
daB die Trtibung etwas langsamer vor sich geht, so erlangt 
man starke Komplementbindung. 

6) Die st&rkste Bindung ist nur durch das Mischen be- 
stimmter Mengen von Antigen und Antikdrper zu erlangen. 

7) Gibt man einer Reihe von verschiedenen Mengen Antigen 
eine konstante Menge Antikdrper zu, so kann man zwei 
Antigenmengen ausw&hlen. Die eine Menge gibt den grdBten 
Niederschlag, die andere die st&rkste Komplementbindung. 
Die Mischung, welche die grdfite Komplementbindung gibt, 
enth&lt gewdhnlich betr&chtlich weniger Antigen als die Menge, 
wodurch der grdBte Niederschlag entsteht. 

8) Bei einem UeberschuB entweder an Antigen oder an 
Antikdrper wird weniger Komplement gebunden. Eine etwas 
grdflere als fflr die Komplementbindung optimale Menge des 
Antigens beschleunigt die Ausflockung, aber vermindert den 
Grad der Komplementbindung. Die Bildung des Nieder¬ 
schlages wird durch noch grdfiere Mengen des Antigens auch 
gehemmt. Ist jedoch die Menge Antigen kleiner als die, welche 
die beste Komplementbindung gibt, so entsteht eine Ver- 
minderung nicht nur im gebundenen Kompement, sondern 
auch in der Quantit&t des Niederschlages. Bei weiterer Ver- 
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minderung des Antigens werden beide Reaktionen schw&cher, 
bis eine Verdfinnung erreicht wird, wobei Trflbung nicht mehr 
sichtbar ist, w&hrend etwas Komplement noch gebunden wird. 

9) Bei einem Gemiscb, worin der Niederschlag sich wegen 
relativem UeberschuB an Antikbrper nicht zu schnell zeigt, 
stehen der Grad der Komplementbindnng nnd die Menge des 
Pr&zipitums im engsten Zusammenhang. 

10) Vorausgesetzt, daB Antiserum und Antigen in opti- 
malen Quantitaten gemischt werden, entspricht der Grad der 
Komplementbindnng den Mengen des anwesenden Antiserums. 

11) Wo unvollkommene Ausflockung durch relativen Ueber¬ 
schuB an Antigen verursacht wird, bleibt die Komplement- 
bindung stets aus. 

12) Komplementbindung geschieht wahrscheinlich w&hrend 
der frtthesten Stadien der zusammenballenden Wirkung, wo- 
durch ein sichtbarer Niederschlag sich bildet. Nachdem die 
TrQbung sichtbar geworden ist, wird sehr wenig Komplement 
gebunden. Wo relativer UeberschuB an Antiserum ist, ist die 
Ausflockung langsam und unvollkommen, und unter diesen 
Umst&nden halten sich die frliheren Stadien lange genug, urn 
Komplement zu binden. 

13) Urn die mdglichst grdfite Bindung zu erlangen, sollte 
das Komplement vom Augenblick an, wo das Antigen mit 
dem Antikbrper gemischt wird, anwesend sein. L&Bt man 
Zeit vergehen, bevor man das Komplement einem Gemisch 
von Antigen und Antikbrper zugibt, so findet entschieden 
weniger Bindung statt. 

14) Die Tatsache, daB Ausflockung ohne Komplement¬ 
bindung geschieht, ist absolut kein Beweis, daB die Prfizipi- 
tine vom kompjementbindenden Antikbrper verschieden seien, 
denn es ist mbglich, bei der Zugabe zweier verschiedenen 
Mengen des einen Antigens einer konstanten Menge des einen 
Antiserums, Ausflockung ohne Komplementbindung, Oder Kom¬ 
plementbindung ohne Ausflockung, zu erlangen. 

15) Komplementbindung und Ausflockung sind zwei Me- 
thoden, wodurch wir denselben Vorgang beobachten kbnnen, 
nSralich die Zusammenballung der Partikelchen eines Anti¬ 
serums durch das homologe Antigen. 
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16) Bedieot man sich der Komplementbindungsmethode, 
um Antigen zu entdecken, so mull man verschiedene Ver- 
dilnnungen des Antiserums gebranchen. Wenn nicht eine un- 
gefahr zweckentsprechende Menge des Antiserums gebraucht 
wird, ist es immer mOglich, daB die Eomplementbindung 
durch einen relativen UeberschuB entweder an Antigen Oder 
an Antiserum verdeckt wird. Daraus ergibt sicb, daB, um 
eine ftuBerst minimale Menge Antigen zu entdecken, man eine 
kleine und keine groBe Menge Antiserum nehmen muB. 

17) Um Antigen oder AntikOrper quantitativ zu be- 
stimmen, muB man mehrere Mengen Antigen mit mehreren 
Mengen Antikbrper titrieren, denn nur wenn man Antigen 
und Antikbrper in zweckentsprechenden Mengen mischt, erzielt 
man die maximale Eomplementbindung. Nachdem die zweck¬ 
entsprechenden Mengen Antigen und AntikOrper gefunden 
worden sind, kann man die genaue Menge des gebundenen 
Eomplements durch den Gebrauch verscbiedener Mengen des 
Meerschweinchenserums, dessen Eomplementinhalt vorher be- 
stimmt worden ist, feststellen. 

18) Will man zwischen nahe verwandten Bakterienrassen 
oder den Sera nahe verwandter Tiere unterscheiden, so paBt 
die Eomplementbindungsmethode zu diesem Zweck besser als 
die Prizipitierungsmethode. Vollst&ndige Differenzierung er¬ 
zielt man oftmals nur durch eine Verdfinnung des Antiserums, 
die zu schwach ist, sichtbare Trflbung hervorzurufen. Elare 
Differenzierung erzielt man auch durch den Gebrauch ver- 
schiedener Mengen des Eomplements. 
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Ueber das Anaphylatoxin Frledbergers. 

Von Dr. H. Str&beL 

(Eingegangen bei der Redaktion am 11. Marz 1912.) 

In einer Pnblikation aus dem Friedbergerschen 
Laboratorinm, die nnter dem Titel: „Gelingt es, dorch inakti- 
viertes Meerschweinchensernm ein akut tbtendes Anaphylatoxin 
ans Bakterien abzuspalten?“ von Dr. Angelo Lurk in Bd. 12, 
Heft 4 dieser Zeitschrift erschienen ist, finde icb unter anderen 
auch Besredka und mich als Gew&hrsmann fflr das Fried- 
bergersche Anaphylatoxin angefflhrt. Da ich nach meinen 
Versuchen, die ich unter Prof. Besredkas Leitung im Pariser 
P a s t e u r schen Institut ausgefiihrt habe und deren VerSffent- 
lichung in einer deutschen Zeitschrift beabsichtigt ist, das 
Fried bergersche Anaphylatoxin und die darauf aufgebaute 
Theorie der Infektionskrankheiten nicht anerkennen kann, so 
sehe ich mich veranlafit, kurz den Inhalt der offenbar mifi- 
verstandenen VerOffentlichungen hier wiederzugeben. 

Es gelang uns ohne weiteres, aus Bakterien (Typhus, 
Meningokokken, Diphtherie) das von Friedberger als Ana- 
phylatoxin bezeichnete giftige Produkt darzustellen, dasselbe 
Produkt erhielten wir jedoch auch, wenn wir sterile Agar- 
rbhrchen mit Alexin digerierten. Durch eingehende Versuche 
ermittelten wir das im N&hrboden enthaltene Pepton als 
Grundlage fiir das Gift, das wir als Peptotoxin bezeichneten, 
weil uns die Bezeichnung desselben als Anaphylatoxin keines- 
wegs begrflndet schien. Betreffs der Einzelheiten mull ich 
auf die Originalmitteilungen in den Comptes rendus de la 
Soc. de Biologie, T. 71, p. 413, 599 und 691 verweisen; ich 
beschr&nke mich hier darauf, unseren SchluCsatz wieder¬ 
zugeben: De l’ensemble de ces experiences, il resulte que les 
accidents si graves, reinvent d’un produit plus ou moms 
degrade de la peptone, que nous avons appeie, en attendant 
de plus amples renseignements, peptotoxine. 
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Lurk, Erwiderung auf voratehende Ausfuhrung. 


Bemerkung zu vorstehenden Ausfflhrungen. 

Von Dr. Angelo Lora, z. Z. Bergamo. 

In der in Frage stehenden Publikation von Besredka 
und StrSbel (Compt. rend, de la Soc. de Biol., T. 71, p. 413) 
findet sich folgendes Zitat: 

„L’anaphylatoxine typhique a &£ prdpar^e d’aprfes le proc4d6 simplify 
indiqu6 par son auteur. 


En operant ainsi nous avons pu confirmer pleinement 
les faits avanc^s par Friedberger et ses 616ves au sujet de 
la toxicity du produit 1 ): tous nos cobayes (200—215 gr.) succombaient 
k la dose de 2.5 cent, cubes en deux-trois minutes au milieu des ph&iomfenes 
rappelant le choc anaphylactique; les animaux injects avec de Panaphyla- 
toxine pr6par6e au moyen du s6rum inactive (56 degree 7, heure) de cobaye 
restaient sains et saufs; il en 6tait de m6me lorsqu’on injectait aux cobayes 
de l’anaphylatoxine pr6par6e dans des conditions requises, mais aprfes Pavoir 
chauffiSe k 65 degr6s pendant une derai-heure.“ 

Dies kann nicht anders denn als eine vollkommene Be* 
st&tigung der tats&chlichen Angaben von Friedberger 
aufgefafit werden. Das, was hier StrSbel noch einmal be- 
sonders hervorhebt, n&mlich daB die beiden Autoren die 
Erkl&rung der von Friedberger und seinen SchQlern ge- 
fundenen Tatsachen nicht anerkennen, habe ich ja ausdrQck- 
lich in meiner jflngsten Arbeit (in Heft 6, Bd. 12 dieser Zeit- 
schrift) betont 2 ), so daB mir der Zweck der StrObelschen 
Ausfiihrungen nicht ersichtlich ist. 


1) Im Original nicht gesperrt. 

2) Die tatsachlichen Einwendungen sind iibrigens durch unsere Ver- 
suche der Anaphylatoxinabspaltung aus auf peptonfreien Nahrboden ge- 
wachsenen Bakterien, durch die Versuche von Friedberger und Szy¬ 
manowski sowie Marcora mit Trypanosomen aus dem Organismus 
widerlegt. In neuerer Zeit haben auch Friedberger und Joachimoglu 
Anaphylatoxin aus TuberkelbaciUen von albumosenfreien Nahrboden 
(Hochst) erhalten (Berliner Mikrobiologische Gesellschaft, Sitzung vom 
28. Miirz 1912). 
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Nachdruck verboten. 

Zu meiner Arbeit „Studien fiber Immunltfit und 

Zellzerfall“. 

(Diese Zeitschrift, Bd. 12, 1912, Heft 5.) 

Von G. Kapsenberg, Leiden. 

(Eingegangen bd der Bedaktion am 21. Marz 1912.) 

Herr Prof. H. Pfeiffer hatte die Freundlichkeit, mich 
auf eine Arbeit von Her tie und ihm in dieser Zeitschrift 
(Bd. 10, Heft 5/6), welche von mir nicht erSrtert wnrde, auf- 
merk8am zn machen. 

Durch ftuBere Umst&nde waren mir einzelne Hefte dieser 
Zeitschrift nicht zugBnglich, so dafi mir die Arbeit von Hertle 
nnd Pfeiffer zu meinem Bedauern unbekannt war. 

Hertle und Peiffer haben festgestellt, daB, wenn man 
beim Meerschweinchen eine Niere zertrflmmert, die 
Wiedereinspritzung von artgleicher Nierenemulsion — 
30 Tage nach der Nierenzertrflmmerung — betr&chtliche 
Grade von Ueberempfindlichkeit sehen l&Bt. 

Ich mochte dies eine „ I s o “-Anaphylaxie nennen, welche 
also zum ersten Male von den genannten Untersuchern fest¬ 
gestellt worden ist. 

Ich habe aber, unbekannt mit dieser Arbeit, beim Ka- 
ninchen u. a. festgestellt: 

1) DaB die Mdglichkeit nicht ganz ausgeschlossen ist, daB 
beim Zerfall der eigenen Blutkorperchen anaphylaktische 
Erscheinungen gegenliber den eigenen Blutkorperchen auf- 
treten (Kaninchen I, Aqua dest., p. 514). 

2) DaB ganz gewiB beim Zerfall der eigenen Leber- 
zellen (z. B. Kaninchen fol. 22, p. 516) und wahrschein- 
lich auch beim Zerfall der eigenen Nierenzellen (Kanin¬ 
chen fol. 15, p. 518) anaphylaktische Erscheinungen auftreten, 
wenn man die eigenen Leberzellen bezw. die eigenen 
Nierenzellen reinjiziert, und zwar schon innerhalb 1 bis 
2 Tagen, nachdem der Zellzerfall stattgefunden hat. 
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Ich mdchte dies „A u t o “ - Anaphylaxie nennen. Diese 
Befunde sind meines Wissens ganz neu. 

Sie sind nicht ohne Belang, da es doch mOglich, obwohl 
nicht wahrscheinlich war (z. B. als eine AeuBerung der in- 
ternen Regulation), dafi die Reaktionskdrper, welche beim Zer- 
fall eigener Zellen auftreten, wobl mit artgleichen, aber 
nicht mit kbrpereigenen Zellen reagierten. Umgekehrt aber 
kann das Auftreten der anaphylaktischen Erscheinungen bei 
der Reinjektion eigener Zellen auch als Beweis daftlr an- 
gefiihrt werden, dafi die AntikSrper wirklich durch das Zu- 
grundegehen der eigenen Zellen in die Zirkulation fiberge- 
treten sind. 

Zugleich mdchte ich diese Gelegenheit ergreifen, ein Ver- 
sehen richtig zu stellen. Die Arbeit Halperns (Zeitschr. f. 
Immunit&tsf., Orig., Bd. 11, Heft 5) habe ich unter die Ar- 
beiten, welche nicht zwingend Autocytotoxine festgestellt 
haben, angefUhrt (siehe Fufinote p. 481). 

Da aber Halpern bei seinen Komplementbindungsver- 
suchen auch dieselbe Nierenemulsion verwendete, welche er 
beim Tiere einverleibt hatte, so mufi die Arbeit ohne Zweifel 
zu denen gerechnet werden, welche sich mit „echten“ Auto- 
cytotoxinen besch&ftigt haben. 


Frommannach' Buchdruckerei (Hermann Pohle) in Jena. — 4092 
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[Ana dem Pharmakologischen Institut der Universitftt Berlin; 
Direktor: Geheimrat Prof. Dr. A. Heffter (Abteilnng fflr Im- 
munit&tsforschung nnd ezperimentelle Therapie, Loiter: Prof. 

Dr. E. Friedberger).] 

Veber h&molytische nnd bakterienabtOtende Wlrkung 
chemisch indlfferenter nnd unlfollcher anorganlscher 
kolloidaler Substanzen 1 ). 

Von E. Friedberger und Taizo Enmagai aus Tokio. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 13. Januar 1912.) 

Die Versuche, fiber die im nachstehenden berichtet werden 
soil, gehen auf eine zuffillige Beobachtung zurfick. In einer 
voraufgegangenen Arbeit mit Salecker war gezeigt worden, 
dafi Kaolin aus unverdfinntein Serum keinen Ambozeptor, wohl 
aber das Komplement quantitativ adsorbiert. 

Wir glaubten vermittelst dieser Methode zur Trennnng 
von Ambozeptor und Komplement ein Verfahren ausarbeiten 
zu kdnnen, um das Komplement moglichst rein zu erhalten. 

Wir versuchten zu dem Zweck auf die verschiedenste 
Weise von dem mit Normalserum in Kontakt gewesenen 
Kaolin das Komplement wieder abzuspalten und eine Losung 
zu erhalten, die ambozeptorbeladene Blutkorperchen hfimo- 
lysiert. Diese Versuche haben jedoch bisher noch zu keinem 
positiven Resultat geffihrt. 

Immerhin beobachteten wir anfangs bei derartigen Ver- 
suchen wiederholt, dafi das mit Komplementserum in Kontakt 
gewesene Kaolin selbst ambozeptorbeladene Blutkbrperchen 
aufzulosen vermochte und wir dachten schon, dafi auf diese 
Weise das verankerte Komplement durch die beladenen Blut- 
kfirperchen abgetrennt wfirde. Auffallenderweise aber trat die 
Hfimolyse nur dann deutlich ein, wenn das Kaolin mit ver- 

1) Die Beeultate wurden vorgetragen und entsprechende Versuche 
demonstriert in der 1. Sitzung der Berliner Mikrobiologischen Gesellschaft 
(November 1911). 

Zcitschr. f. lmmuniUtsfonchung. Orig. Bd. XIII. 9 
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d fin n tern Komplementserum in Kontakt gewesen war, und 
nm so deutlicher, je stfirkere VerdQnnungen des zur Adsorption 
benntzten Komplementse’rums angewandt wurden. 

Dieses scheinbar so paradoxe Verhalten veranlafite uns, 
einmal den Einflnfi des frischen Kaolins auf gewaschene 
native rote Blutkdrperchen zu untersuchen. Zunfichst dachten 
wir gar nicht daran, dad das Kaolin an sich irgendwie hfimo- 
lytisch wirken konnte, denn alle bekannten chemischen Hamo- 
lysine sind ja wasserloslich. Hier aber haben wir eine vollig 
unldsliche, chemisch indilferente Substanz. Zu unserer groBten 
Ueberraschung trat jedoch bei Zusatz gewisser Mengen von 
Kaolin zu gewaschenen roten Blutkdrperchen komplette Hfimo- 
lyse in relativ kurzer Zeit ein, wahrend Serumzusatz die Re- 
aktion hemmte 1 ). 

Mit diesen Versuchen war eine Erklarung gegeben fflr 
die eben besprochene Beobachtung, wonach vorher mit ver- 
dfinntem Komplementserum in Kontakt gewesenes Kaolin, 
nicht aber das mit konzentriertem Serum behandelte, ambo- 
zeptorbeladene Blutkdrperchen ldste. 

Es handelt sich hier eben um eine prim&re hamolytische 
Wirkung des Kaolins bezw. um eine Hemmung dieser Harao- 
lyse durch Serum, und die vorherige Beladung der Blut¬ 
kdrperchen war vdllig indifferent. 

Wir haben nun fiber diese eigentfimliche Form der Hamo- 
lyse nfihere Versuche angestellt. 

Wir haben den EinfluB des Kaolins auf gewaschene Blut¬ 
kdrperchen vom Hund, Hammel, Pferd, Schwein, Rind, Ziege, 
Mensch, Taube und Frosch in 5-proz. Aufschwemmnng unter- 
sucht, und fanden, dafi alle diese Blutkdrperchen gelost werden. 

Wir haben also hier eine allgemeine Hamolyse, wie wir 
sie auch bei den chemischen Mitteln kennen, im Gegensatz zur 
elektiven Hamolyse, wie sie durch hamolytische Eiweifikdrper 
pflanzlichen oder tierischen Ursprungs hervorgerufen wird. 


1) Nach AbschluS unserer Arbeit erfahren wir, dafi Gengou nach 
einem Vortrage von Roux in der Acad&nie des Sciences (T. 138, 1906) in 
Paris fiber die hamolytische und agglutinierende Wirkung des Bariumsulfats 
und Fluorcalciums, sowie fiber die hemmende Wirkung des Serums (Eiweifies) 
und fiber die Thermostabilitat kurz berichtet hat. Der Autor sah auch 
bereits, daS das hemmende Prinzip dem Serum entzogen wird. 
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Nachstehende Tabelle zeigt den Grad der hfimolytischen 
Wirkung des Kaolins auf verschiedene Blutarten. Die Ab- 
lesung erfolgte stets nach 2-stflndigem Aufenthalt im Brut- 
schrank bei 37°, doch sei schon hier hervorgehoben, daB 
namentlich bei den stfirkeren Kaolinkonzentrationen die Hfimo- 
lyse auch bei Zimmertemperatur schon innerhalb von 15 Minuten 
beendet ist. Es wurde in diesen Versuchen, sowie in alien 
nachstehenden eine 5-proz. Aufschwemmung 3mal gewaschener 
Blutkorperchen benutzt, zu der die angegebenen abgewogenen 
Kaolininengen, ausgehend von einer 20-proz. Aufschwemmung, 
in je 1 ccm physiologischer KochsalzlOsung zugesetzt wurden. 

Tabelle I. 


KaolinMmolyse mit verschiedenen Blutarten. 
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e 


Nach dem Zusatz der Kaolinaufschwemmung wurde ein- 
mal geschflttelt, dann aber das Schfitteln nicht wiederholt. 
Das Kaolin sinkt dann zum Teil sehr schnell zu Boden, noch 
ehe eine Hfimolyse sichtbar ist. Diese beginnt nun allmfihlich 
an der Grenze zwischen Kaoliuschicht und Blutkdrperchen- 
aufschwemmung, und geht von da allmfihlich nach oben, bis 
die Blutkorperchen vollkommen gelost sind, und das klare 
lackfarbene Blut fiber der Kaolinschicht steht. 

In den Rdhrchen mit inkompletter Hfimolyse sieht man 
deutlich die zunehmenden Kuppen der Blutkorperchen fiber 
der Kaolinschicht stehen, und kann danach und nach der ge- 
ringeren Ffirbung der obenstehenden Flflssigkeit den Grad 
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der Hfimolyse genau so gut bestiramen, wie bei dem gewohn- 
licheu Reagenzglasph&nomen. 

In Anbetracht des Umstandes, dafi das Kaolin ja voll- 
kommen unlOslich und chemisch indifferent ist, dachten wir 
zun&chst daran, dafi bier eine sekund&re Beimengung zu der 
Substanz ffir die H&molyse verantworlich zn machen sei. 
Unsere ersten Versuche waren mit einem von Merck be- 
zogenen Pr&parat angestellt worden. Wir benutzten dann 
noch das Kaolin von Kahlbaum und sein Pr&parat un- 
bekannter Herkunft. Mit alien dreien waren jedoch die 
Resultate dieselben. Auch Auswaschen sowie 7** stfln diges 
Gliihen &nderte nicht die h&molytische F&bigkeit. Die Prfifung 
der Reaktion von mit Kaolin lange Zeit geschfitteltem destil- 
lierten Wasser war neutral. Nach Kochen des Kaolins mit 
S&ure und Alkali und nachheriger Auswaschung bis zur 
neutralen Reaktion war gleichfalls die h&molytische Kraft 
unver&ndert geblieben. 

Wir dachten dann an die Moglichkeit, dafi vielleicht 
durch das Kaolin die Salzkonzentration der Blutkorperchen- 
aufschwemmung eine Aenderung erfahren konnte, d. h. Hypo- 
tonie und dadurch H&molyse entstehen konnte. 

Die Titrierung der mit Kaolin in Kontakt gewesenen 
pbysiologischen Kochsalzlosung nach V oil hard ergab je¬ 
doch keinen Anhaltspunkt fQr eine Verminderung des Salz- 
gehaltes. Dazu kommt noch, wie weiter unten ausfOhrlich 
gezeigt werden wird, dafi die Hamolyse auch in gleicher 
Weise eintritt bei Verwendung von 10-fach hypertonischer 
physiologischer Kochsalzlosung. Wir kommen also auf Grand 
aller dieser Kontrollversuche zu dem notwendigen Schlufi, 
dafi die Hamolyse durch das Kaolin selbst bedingt ist. 

Wie kommt nun diese Hamolyse durch eine an sich un- 
lOsliche Substanz zustande? 

Wir haben schon oben darauf hingewiesen, dafi durch die 
Gegenwart von Serum die BlutkSrperchen vor der Kaolin- 
h&molyse geschiitzt werden. Das legte uns den Gedanken 
nahe, dafi vielleicht hier ein ahnlicher Mechanism us eine Rolle 
spielt, wie ihn Ransom und Meier fur die Saponinhamolyse 
aufgedeckt haben. Hier ist es das Cholestearin der roten 
Blutkorperchen, welches, mit dem Saponin sich verbindend, 
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die Hfimolyse bewirkt, wfihrend die gleicbzeitige Gegenwart 
von Serum znr Folge hat, daB .sich das Saponin zuerst mit 
dem Cholestearin des Serums abs&ttigt und dadurch von den 
BlutkOrperchen ferngehalten wird. 

Zur Entscheidung dieser Frage haben wir zun&chst Unter- 
suchungen angestellt fiber einen eventuellen hemmenden Ein- 
fluB des Cholestearins auf die Kaolinh&molyse. Es wurde in 
diesen Versuchen ein von uns durch mehrmaliges Kristallisieren 
aus heifiem Alkohol gereinigtes Cholestearin benutzt. 

Vom Cholestearin, das sich sehr nur schwer gleichm&fiig in 
Wasser emulgieren l&Bt, konnten wir nur eine 0,3-proz. Emul¬ 
sion nach dem Verfahren von Porges und Neubauer wie 
folgt herstellen. 

0,3 Cholestearin wird in Aceton geloet. Diese Ldsung wird tropfen- 
weise in 100 ccm destillierten Wassers gebracht, wobei eine einigermafien 
gleichmafiige Emulsion zustande kommt. 

Das Aceton wird bei 40—50° im Wasser bad verjagt. Den Einflufi 
des Cholestearins auf die Kaolinhamolyse zeigt die folgende Tabelle. Zu- 
nachst wurden in einem Versuche konstante, komplett ldsende Dosen von 
Kaolin mit fallenden Mengen von Cholestearin beladen. 


EinfluS des Cholestearins auf die Kaolinhamolyse. 

Je 1 ccm 20-proz. Kaolinemulsion wird mit der aus der Tabelle er- 
sichtlichen fallenden Menge von Cholestearin versetzt; 1 Stunde 37°; zen- 
trifugieren; zu den Bodensatzen je 1 ccm 5-proz. Hammelblutauf- 
schwemmung. 

Ablesung nach 2-stiindigem Aufenthalt bei 37°. 


Tabelle II. 

Hemmung der Kaolinhamolyse durch Cholestearin. 


20-proz. 

Kaolinemulsion 

0,3-proz. 
Cholestearin- 
em uls ion 

Cholestearin- 
gehalt 

Hamolyse 

1,0 

1,0 

0,003 

komplett 

1,0 

V, 

0,0015 


1,0 

V 

0,0033 


1,0 

Vs 

0,0017 

ii 

1,0 

Vis 

0,0009 


1,0 

1 / 

/• o 

0,0004 

ii 

1,0 

If 

/f» 4 

0,0002 

ii 

1,0 

1/ 

/118 

0,0001 

ii 

1,0 

1/ 

/out 

0,0000 

ii 

1,0 

1/ 

1 612 

0,00005 

ii 

1,0 

1/ 

/1024 

0,000025 
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In dera folgenden Versuch werden fallende Mengen von Kaolin einmal 
mit physiologischer Kochsalzlosung, das andere Mai mit je 1 ccm 3-proz. 
Cholestearinaufschwemmung versetzt. Beide Serien blieben wie oben 
1 Stunde bei 37 °. Dann wurde zentrifugiert. Die Kaolinbodensatze wurden 
mit je 1 ccm physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt und je mit 
1 ccm 5-proz. Hammelblut versetzt. 

Abiesung der Hiimolyse wiederum nach 2 Stunden Brutschrank- 
temperatur. 

TabeUe III. 


Menge der 
20-proz. 
Kaolin- 
emulsion 

Kaolin 
in g 

0,3-proz. 
Cholestearin- 
emulsion 

Cholestea¬ 
rin in g 

Hamolyse 

mit 

Cholestearin 

ohne 

Cholestearin 

1,0 

0,2 

1,0 

0,003 

komplett 

komplett 

0,8 

0,16 

1,0 

0,003 

i >> 

7) 

0,6 

0,12 

1,0 

0,003 


7) 

0.4 

0,08 

1,0 

0,003 


J1 

0,2 

0.04 

1,0 

0,003 

stark 

stark 

0,1 

o;o2 

1,0 

0,003 

wenig 

wenig 

0,08 

0,016 

1,0 

0,003 


11 

0,06 

0,012 

1,0 

0.003 

Spur 

Spur 

0,04 

0.008 

1,0 

0,003 

1 e 

e 

0,02 

| 0,004 

1,0 

0,003 

I e 

e 


Aus den beiden vorstehenden Tabellen ergibt es sich, 
daB das Cholestearin die Kaolinh&molyse selbst in groBen 
Dosen auch nicht spurenweise zu hemmen imstande ist. Da- 
nach ist jedenfalls bei der Kaolinhamolyse der Mechanismus 
derSerumhemmung ein anderer als bei der Saponinh&molyse. 

Wir haben nun eine Reihe weiterer Versuche angestellt, 
um die Ursache der hemmenden Wirkung des Serums auf die 
Kaolinhamolyse zu studieren. Zunfichst untersuchten wir, ob 
ein Unterschied zwischen aktivem und inaktivem Serum nach 
dieser Richtung besteht. Das ist jedoch nicht der Fall. 

Um zu sehen, ob die verschiedenen Serumarten ver- 
schiedenes Hemmungsvermogen auf Kaolinh&molyse besitzen, 
wurden die folgenden Versuche angestellt. 

Tabelle IV. 

Bei diesem Versuche wurde das Hemmungsvermogen verschiedener 
Sera auf Kaolinhamolyse von arteigenen Blutkorperchen untersucht. 

20-proz. Emulsion von Kaolin (Kahlbaum). 

5-proz. Blutkorperchenaufschwemmung von Meerschweinchen, Hammel, 
Schwein, Rind und Pferd. 

Seren von diesen Tieren. Methode wie ublich. 
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Menge des 
Serums 
von -► 

Hamolyse mit Blut yon 

Hammel 

Meerschw. 

Schwein 

Rind 

Pferd 

0,5 

0 

e 

6 

0 

0 

0,4 

e 

0 

0 

6 

0 

0,3 

e 

e 

e 

O 

0 

0,2 

e 

0 

6 

0 

0 

04 

Spur 

fast 6 

0 

e 

0 

0,05 

wenig 

Spur 

e 

0 

0 

0,04' 

mafiig 

wenig 

0 

0 

0 

0,03 

stark 

m&fiig 

wenig 

0 

0 

0,02 

komplett 

stark 

mafiig 

0 

0 

0,01 

99 

| komplett 

stark 

stark 

stark 


Man sieht ans den Tabellen, wie verschieden das hemmende 
Vermdgen der einzelnen Sera auf die K&olinhfimolyse ist. 


TabeUe V. 


Bei dieaem Vereuch wurden Sera von Meerechweinchen, Hammel, Rind, 
Schwein und Pferd benutzt Von Blut nahmen wir nur das dee Hammela. 
Methodik wie uhlich. 


Menge 

dee 

Serums 

Hamolyse mit 

Hammel- 

serum 

Meer- 

schweinchen- 

serum 

Rinder- 

serum 

Schweine- 

serum 

Pferde- 

serum 

0,5 

0 

0 

0 

0 

0 

0,4 

0 

0 

0 

0 

0 

0,3 

0 

0 

0 

0 

0 

0,2 

© 

0 

0 

0 

0 

0,1 

Spur 

fast © 

e 

0 

0 

0,05 

mafiig 

Spin: 

fast © 

fast 0 

0 

0,04 


wenig 

Spur 

Spur 

Spur 

0,03 

» 

91 

wenig 

wenig 

99 

0,02 

stark 

mafiig 


99 

wenig 

0,01 

komplett 

fast komplett 

stark 

stark 

miifiig 


Ferner untersuchten wir, ob das h&molysehemmende Ver- 
mOgen des Serums der Albuminfraktion oder der Globulin- 
fraktdon desselben zuzuschreiben sei. 


Hemmung der Kaolinhamolyse durch Globulin und Albumin 

des Serums. 

A. 25 ccm Hammelserum wurden mit gleichem Volumen abgesattigter 
Lfeung ron Ammoniumsuliat versetzt Filtrieren. Riickstand wurde in 
Aq. dest aufgelbst, 48 Stunden dialysiert, dann auf 25 ccm im Faust* 
schen Apparat kondensiert, mit 0,22 g NaCl isotonisch gemacht. 

B. Filtrat von A mit fein pulverisiertem Ammoniumsuliat gesattigt, 
filtriert, RuckBtand in Aq. dest aufgeldst, dialysiert Bis zum friiheren 
Volumen im Faustschen Apparat kondensiert, mit 0,22 g NaCl isotonisch 
gemacht 
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Digitized by 


Das urspriingliche Seram war zum Teil im Frigo aufbewahrt. Mit 
diesen 3 Quoten Hem mungsversuche wie iiblich. 


Tabelle VI. 


Menge 

der 

Priparate 

Hamolyse mit 

nativem 

Serum 

Albumin- 

fraktion 

Globulin¬ 

fraktion 

1 

e 

e 

0 


0 

0 

0 

l l t 

e 

maflig 

0 

V, 

0 

stark 

Spur 

'L 

Spur 

komplett 

mafiig 

■/ 

/a* 

mafiig 

e 

stark 


stark 

0 

komplett 

iV 

/its 

komplett 

0 


Int 


0 

>1 

V..t 

»> 

0 

yy 


Man sieht also, dad sowohl die Serumalbuminfraktion wie 
auch die Globulinfraktion auf die Kaolinhfimolyse hemmend 
wirkt, und zwar die letztere etwas starker als die erstere. 

Starker noch als die hemmende Wirkung des Serums ist 
fibrigens die von Eiereiweid und in gleichem Grade die von 
Eigelb. Schon der Umstand, dad das an Lipoiden so reiche 
Eigelb nicht starker hemmend wirkt, als das Eiweill, scheint 
gegen eine Beteiligung derartiger Substanzen bei der hemmen- 
den Wirkung zu sprechen. 

Das Resultat eines Versuches mit Eiweid und dem Ei¬ 
gelb des gleichen Eies zeigt die folgende Tabelle VII. 

Tabelle VH. 

Die hamolysehemmende Wirkung von EiweiB und Eigelb. 

Versuchsanordnung wie in Tabelle IV. 


Menge 

des 

Eiweifles 

20-proz. 

Kaolin 

5-proz. 

Hammel- 

blut 

Eier- 

eiweifi 

Eigelb 

0,5 

1,0 

1,0 

0 

0 

0,25 


ff 

0 

0 

0,1 



0 

0 

0,05 



0 

0 

0,01 

1 

yy 

yy 

0 

0 

0,005 

yy 

! V 

Spur 

Spur 

0,001 

yy 

yy 

stark j 

; stark 

0,0005 

yy 

yy 

yy 

y> 

0,0001 



yy 

yy 

0,00005 

yy 


komplett komplett 

0,00001 

yy 

! yy 

yy 

yy 

0,0 

yy 

1 „ 

yy 

yy 
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Nun war fernerhin zu untersuchen, inwieweit die dem 
EiweiB eigentilmliche hemmende Wirkung auch den Abbau- 
produkten zukommt. Zun&chst prflften wir die hemmende 
Kraft von Albuinosen. 

TabeUe VIII. 

Hemmung der Kaolin hamolyse durch Albumosen. 

Die benutzten Praparate wurden seinerzeit von Dr. S. Mita fur andere 
Versuche auf folgende Weise bereitet: 

Pepton Witte zu 5 Proz. durch Erhitzen in Aq. dest. aufgeiost, er- 
Icalten lassen. 

Filtrat mit gleichem Teil von gesattigter Ammoniumsulfatldsung ver- 
setzt. Niederschlag abfiltriert, dialysiert = primare Albumose. 

Filtrat wurde wiederum mit '/« Ted der gesattigten Losung von 
Ammoniumsulfat veraetzt, also zu */» geaattigt, filtriert. Niederschlag 
dialysiert = Deuteroalbumoee a. 

Filtrat mit fein puiverisiertem Ammoniumsulfat gesiittigt. Riickstand 
dialysiert = Deuteroalbumoee p. 

Filtrat mit 1 / I0 Volumen der mit Ammoniumsulfat gesatdgten V , 0 
Normal schwefelsaure veraetzt, filtriert. Riickstand dialysiert = Deutero¬ 
albumoee f- 

Mit dieaen 4 Praparaten wurde die Hemmung der Hamolyse unter- 
sucht. Zu 5 Proz. in physiologischer NaCl-Losung aufgeiost. 

Methode wie iiblich. 


Men ge der 
5-proz. 
Losung 

Substanz 
in g 

Hamolyse mit 

primarer 

Albumose 

Deutero¬ 
albumose a 

Deutero¬ 
albumose (J 

Deutero¬ 
albumose t 

i 

0,05 

e 

0 

I ° 

e 

7a 

0,025 

e 

e 

e 

1 e 

v! 

0,0125 

e 

0 

e 

Spur 

7. 

0,0063 

e 

e 

Spur 

maBig 

■/,. 

0,0032 

e 

i e 

| maSig 

komplett 

v„ 

0,0016 

maBig 

mafiig 

stark 

f* 

v« 

0,0006 

stark 

stark 

komplett 

it 

■/,„ 

0,0004 

komplett 

komplett 

ft 

it 

v« 

0,0002 

tf 

fy 

ft 

tt 

v«. 

0,0001 

ft 

tf 

7* 

it 


Deuteroalbumose y bemmte am wenigsten, w&hrend die 
prim&re Albumose am st&rksten hemmt. Man sieht also, 
dafi das EiweiB mit forts chreitenderSpaltungnach 
und nach seine hemmende Wirkung einbfiBt. 

Wir baben nun weiterhin untersucht, inwieweit die dem 
EiweiB eigentilmliche hemmende Wirkung auch den weiteren 
Abbauprodukten zukommt Zun&chst untersuchten wir den 
Einflufi niederer Spaltprodukte wie Leucin, Tyrosin und Cystin. 
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Diese wurden in stark verdflunter Ammoniakldsung ge- 
ldst, mit dem Kaolin versetzt, das nachher mit physiologischer 
Kochsalzldsung bis zum Eintritt der neutralen Reaktion aus- 
gewaschen wurde. Diese Substanzen waren ohne EinfluB auf 
die Kaolinh&molyse. Dagegen zeigt das Witte-Pepton einen 
ahnlich hemmenden EinfluB, wie er dem Eiweifi zukommt. 

DaB es sich aber dabei nicht urn eine Hemmung durch 
reines Pepton handelte, sondern durch die dem Witte-Pepton 
bekanntlich in grdBeren Mengen beigemischten Albumosen, 
ergaben weitere Versuche mit reinem Seidenpepton. 

Tabelle IX. 

Wirkung der Albumose reap. Peptone auf Kaolinhamolyse. 

A. Witte-Pepton 5 g in 50 ccm NaCl unter Eocben gelbst, filtriert. 

B. Seidenpepton (Abderhalden) zu lOProz. in NaCl, l&st sich klar. 

C. Seidenpepton II (Abderhalden) zu 10 Proz. in NaCL 

Methodik wie iiblich. 


Verdiinnung 

Menge 

Hamolyse mit 




der Pepton- 
losung 

des Peptons 
in g 

Pepton Witte 

Seidenpepton 

(Abdern.) 

Seidenpepton II 
(Abderhalden) 

i 

0,1 

e 

komplett 

mafiig, kl. Kuppe 

V, 

0,05 

e 


komplett 

*/« 

0,025 

6 

yy 

yy 

i/ 

l K 

0,0125 

e 

„ 

yy 

Vie 

0,00625 

e 

yy 


/ 

0,00313 

Spur 



l. 

id A 

1 128 

0,00156 

0,00078 

wenig, Kuppe 
miiBig, kl. Kuppe 


yy 

[U, 

0,00039 

komplett 


! ” 

' 51 ? 

0,00019 

yy 


! 


Wir benutzten hier 2 Pr&parate, die uns in liebens- 
wtirdiger Weise fruher durch Herrn Prof. Abderhalden 
zur Verffigung gestellt waren. 

Das eine war leicht gelb, etwas weniger rein als das 
andere. Dieses zeigte noch eine geringe Hemmung der H&mo- 
lyse, w&hrend das reine Seidenpepton ohne EinfluB war. 

Wir haben dann noch die Hemmungswirkung anderer 
kolloidaler Substanzen untersucht. DaB die Gelatine als ein 
EiweiBkdrper die KaolinhSmolyse hemmt, ist nicht weiter ver- 
wunderlich. 

Auffallender aber ist, daB reines Agar-Agar, in physio¬ 
logischer Kochsalzldsung gelost, sogar noch in betr&chtlich ge- 
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ringeren Men gen wirkte als die Gelatine. Dies zeigt der 
folgende Versucb. 

TabeUe X. 

Hemmung der Kaolinhamolyse durch Gelatine und Agar. 

Die Gelatine wird zu 10 Proz. in angewarmter physiologischer Kochsalz- 
ldeung gelost, Agar-Agar in 0,5 Proz. Fallende Men gen beider Substanzen 
werden mit konstanter Menge (1 ccm 20-proz. Emulsion) Kaolin versetzt. 
Vereuchsanordnung im ubrigen wie vorher. 


10-proz. 

Gelatine- 

losung 

Gelatine 
in g 

Hamolyse 

0,5-proz. 

Agar-Agar- 

lQ8Ung 

Agar 
in g 

Hamolyse 

1,0 

0,1 

e 

1,0 

0,005 

e 

V, 

0,05 

e 

'It 

0,0025 

e 

7« 

0,025 

e 

1 / 

/ 4 

0.00125 

e 

7. 

0,0125 

e 

Vg 

0,00063 

e 

*/,« 

0,0063 

Spur 

'/,« 

0,00037 

Spur 

7„ 

0,003 

mafiig 

V., 

0,00029 

stark 

V. 4 

0,0015 


V, 4 

0,00015 

ii 

v lfi 

0,0007 

komplett 

«/ 

0,00007 

komplett 

v„. 

0,00035 

ii 

J119 

}M 

0,0C0035 

ii 

ii 

Ult 

0,0002 

ii 

1/ 

/ 612 

0,000018 

ii 


Wir haben nun des weiteren dardber Versuche angestellt, 
ob die hfimolysehemmende Wirkung des Serums durch Vor- 
behandlung mit Kaolin vermindert wird. Mit anderen Worten, 
ob das Kaolin dem Serum eine hemmende Substanz entzieht. 
Als Beispiel sei der folgende Versuch angefflbrt. 

Tabelle XI. 

5 ccm friscbes Meerschweinchenserum werden mit 2,5 g Kaolin versetzt, 
1 Stunde bei 37° gehalten, zentrifugiert. Der AbguS und eine Quote des- 
selben, jedoch nicht mit Kaolin in Kontakt gewesenen Serums werden auf 
ihre hemmende Wirkung untereucht. 


Verdiinnung 
des Serums 

Serummenge 
in ccm 

Hamolyse bei 

nativem 

Serum 

mit Kaolin 
vorbehandelt. Serum 

7, 

1,0 

0 

e 

'It 

0,5 

e 

e 

'U 

0^5 

e 

Spur 

l li 

0,125 

e 

stark 

V, 8 

0,06 

e 

komplett 


0,03 

stark 

ii 

V 

194 

0,015 

komplett 

ii 

J 13* 

0,0075 

ii 

ii 

/1&6 

0,004 

ii 

ii 

1/ 

<51? 

0,002 

ii 

ii 
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Es ergibt sich aus diesem Versucb, daB tats&chlich durch 
Vorbehandlung mit dem Kaolin die hemmende Kraft des 
Serums verringert wird. 

Welcher Bestandteil des Serums ist nun ffir die Hemmungs- 
wirkung verantwortlich zu machen, das EiweiB oder die Sther- 
loslichen Substanzen? 

Wir baben zwar schon geseben, daB das Cholestearin ohne 
EinfluB ist. Doch kann die H&molyse immerhin durch andere 
Lipoide bedingt sein. Zur Entscheidung dieser Frage dient 
der folgende Versuch. 

Tabelle XII. 

Einflufi der Aetherextraktion auf die hem mend e Wirkung 

des Serums. 

10 ccm Meerschweinchenserum wurden lOmal hintereinauder mit je 
40 ccm Aether im Scheidetrichter geschiittelt. Der Riickstand des ge- 
sammelten Aetherextraktes wird in 10 ccm phvsiologischer Kochsalzldsung 
aufgenommen. 

Mit diesem Aetherextrakt, dem extrahierten Serum und einer Quote 
frischen Serums desselben Tieres wird ein Hemmungsversuch angestellt, in 
dem fallende Mengen mit je 1 ccm 20-proz. Kaolinemulsion versetzt werden. 
Versuchsanordnung im iibrigen wie oben. 


Verdiinnung 
des Serums 


Hiimolyse bei 

Serummenge 

nativem 

Serum 

mit Aether 
vorbehandelt. Serum 

Aether¬ 

extrakt 

7, 

1,0 

6 

# 

komplett 

V i* 

0,5 

e 

e 


i / 

/ 4 

0,25 

e 

e 

?> 

'/„ 

0,125 

e 

e 

yy 

1 { 

■ ifl 

0.0625 

e 

e 

yy 

'/ 

/ so 

0,0313 

stark 

stark 

yy 

v 

/« 4 

0,0156 

komplett 

komplett 

tf 

1 , 

/108 

0,0078 

V 


yy 

»/ 

>'2 6 fl 

0,0039 

V 


yy 

>/ 

/ 512 

0,0019 

yy 


yy 


Aus diesen Versuchen ergibt sich also, daB der Aether- 
riickstand die HSmolyse nicht beeinfluBt, wahrend das mit 
Aether behandelte und das native Serum gleich wirksam sind. 

Ein analoger Versuch wurde mit EiereiweiB und Eidotter 
angestellt. Das Resultat zeigt die folgende Tabelle. 

Tabelle XIII. 

Je 5 ccm EiweiB resp. Eidotter werden in der im vorigen Versuch fur 
Serum angegebenen Weise mit Aether behandelt. Die Aetherextrakte 
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werden zur Entfernung der letzten EiweiBspuren noch durch Asbest 
filtriert. 

Die Ruckstande nach Verdunsten des Aethers werden in je 5 ccm 
physiologischer Kochsalzlosung aufgenommen. 

Priifung der antiharaolvtischen Kraft des Aetherriickstandes und des 
mit Aether behandelten EiweiSes resp. Eigelbes, gegeniiber Kaolin im Ver- 
gleich zu frischem Eiweifi und Eigelb. (Natiirlich von derselben Mischung 
wie oben.) 


Menge 

der 

hemmen- 
den Sub- 
stanz 

Hamolyse bei 

j 

1 

EiereiweiB « 
(nativ) | 

Eigelb 

(nativ) 

i 

EiereiweiB 
(mit Aether 
behandelt) | 

Eigelb 
(mit Aether 
behandelt 

Aether¬ 
extrakt 
aus Eier¬ 
eiweiB 

Aether¬ 

extrakt 

aus 

Eigelb 

0,5 

! 

e 

e 

i 

e i 

e 

komplett 

0 

0,2 

e 

e 

« ! 

e 

yy 

komplett 

0.1 

e 

e j 

0 ; 

e 

yy 


0.05 

e 

e 

0 

e 

yy 


0.01 

e 

e 

e 

wenig, Kuppe 

yy 

V 

0.005 

Spur 

Spur 

Spur 

stark 

yy 

yy 

0,001 

stark, Hauch stark, Hauch stark, Hauch 

komplett 

yy 

,, 

0.0005 

i 

V » 


yy yy 

„ 

yy 

•? 

0,0001 

yy 

komplett 

♦> V 

» yy 

yy 

yy 

,, 

0,0o005 

komplett 

komplett 

yy 

yy 

yy 

0,00001 

„ 

yy 

yy 

yy 

y 

yy 

0.00 

yy 

yy 

1 

i yy 


yy 

yy 


Aus diesem Versuch ergibt sich, daB das EiweiB nach 
der Behandlung mit Aether ebenso stark hemmt wie das 
native EiweiB, und andererseits das Aetherextrakt aus dem 
EiweiB keiuerlei hemmende Wirkung entfaltet. 

Beim Eigelb bestehen gegenQber dem EiweiB geringe 
Differenzen derart, daB das mit Aether behandelte Eigelb 
weniger stark antihamolytisch wirkt als das native. Auch das 
Aetherextrakt aus Eigelb entfaltet, allerdings in sehr starker 
Konzentration, eine minimale h&molysehemmende Kraft. 

Wie noch weiter unten gezeigt wird, kommt auch dem 
reinen Lecithin eine gewisse antih&molytische Wirkung 
zu und wir mdchten die Differenz bei dem Eigelb vor und 
nach der Aetherbebandlung im Vergleich zu EiweiB und Serum 
auf den Lecithingehalt des letzteren bezw. auf seine Entfernung 
durch die Aetherextraktion zurflckfflhren. 

Als wichtigstes Resultat der vorstehenden Versuche sei 
noch einmal zusammenfassend festgestellt: 
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Eiweifi wirkt gegenttber der Kaolinhamolyseantihamolytisch. 
Durch Vorbehandlung mit Kaolin kann dem Eiweifi der 
hemmende K6rper entzogen werden. 

Die Extraktion mit Aether vermindert aber nicht die die 
Kaolinhamolyse hemmende Wirkung. 

Nicht nur das Serum, sondern auch die Blutkdrperchen 
selbst enthalten Substanzen, welche antihamolytisch wirken. 
Benutzt man namlich Kaolin, welches schon einmal zur Hamo- 
lyse gedient hat, nach dem Zentrifugieren, erneut auch gegen¬ 
flber demselben Blut, so erscheint seine hamolytische Kraft 
betrachtlich geschwflcht. 

Als Beispiel sei der folgende Versuch angefflhrt. 

Tabelle XIV. 

Hamolytisches Vermogen des Kaolins, welches einmal 
rote Blutkdrperchen aufgeldst hat 

4 g Kaolin mit 8 ccm der 5-proz. Hammelblutkorperchen-Aufschwem- 
mung versetzt, 1 Stunde im Brutschrank vollstandig aufgeldst. Abzentri- 
fugiert, der Bodensatz 2mal mit NaCl-Losung gewaschen. Bodensatz in 
20 ccm NaCl-Ldsung emulgiert = A. 

4 g frisches Kaolin in 20 ccm NaCl-Losung emulgiert = B. Hamolyse 
mit diesen beiden Kaolinquoten in fallenden Mengen. 


Menge des 
20-proz. 
Kaolin 

Kaolin 
in g 

1 

Hamolyse mit 

A 

(m. Blutk. beh. K.) 

B 

(nicht beh. K.) 

2,0 

0,4 

stark 

komplett 

1,0 

0,2 

Spur 


0,8 

0,16 

e 

» 

0,6 

0,12 

e 


0,4 

0,08 

e 

u 

0,2 

0.04 

e 

stark 

0,1 

0,02 

e 


0.08 

0.016 

e 

miifiig 

0.06 

1 0,012 

0 

wenig 

0.04 

! 0,008 

e 

Spur 

0,01 

! 0,004 

0 

6 


Es gait nun, weiter zu entscheiden, ob die antihamo- 
lytische Substanz der BlutkSrperchen im wesentlichen dem 
Stroma Oder den wassorloslichen Bestandteilen (Hamoglobin 
usw.) angehflrt. 

Hieruber gibt der folgende Versuch Aufschlufi. 
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Tabelle XV. 

Die Blutkorperchen von 2 ccm Meerschweinchenvollbut werden nach 
sorgfaltigem Waschen in 2 ccm destillierten Wassers gelost, nach erfolgter 
Hamolyse zentrifugiert. Der Bodensatz der Blutkorperchenschatten wird 
in 4 ccm physiologischer Kochsalzlosung aufgenommen. Der die wasser- 
loalichen Bestandteile enthaltende Abgufl wird durch Zusatz von 0,017 Koch- 
salz auf Isotonie gebracht. Fallende Mengen der Stromataaufschwemmung 
und der Hamoglobinlosung werden rait je 1 ccm 20-proz. Kaolinemulsion 
versetzt. Weitere Versuchsanordnung wie gewohnlich. Priifung der ab- 
zentrifugierten Kaolinsedimente aui ihre hamolytische Fahigkeit. 


Menge der | Hamolyse bei Kaolin beh. mit 


hemmenden 

Substanz 

Hamoglobin 

Stroma 

1,0 

e 

e 

V, 

e 

e 

V 

e 

maflig 

% 

e 

komplett 

*/.. 

e 


;/« 

Spur 


/«« 

>♦ 


v,« 

maflig 



komplett 

J7 

v.,. 


>• 


Aos diesen Versnchen ergibt sich, daB inner- 
halb der roten Blutkorperchen die antih&mo- 
lytische Substanz im wesentlichen in den wasser- 
loslichen Bestandteilen (Hemoglobin) sich findet. 

Es gelingt durch wiederholte Digestion von Kaolin mit 
Blutkorperchen leicht, diesem seine hSmolytische Kraft vbllig 
zu nehmen. Es erscheint nun zur Erkl&rung des Mechanismus 
der KaolinhSmolyse wichtig, daB durch Hemoglobin bezw. 
Blutkorperchen seines hemolytischen Vermflgens vollkommen 
beraubtes Kaolin aus einem Normal serum keine anti¬ 
hem olytische Substanz mehr adsorbiert. 

Das zeigt der folgende Versuch. 

Tabelle XVI. 

1 g Kaolin wird mit 5 ccm 5-proz. Hammelblutkorperchen 1 Stunde 
bei 37 s gelassen. Dann wird zentrifugiert und der Bodensatz so lange mit 
der gleichen Menge der gleichen Blutkorperchen wieder versetzt, bis auch 
jede Spur von Hamolyse ausbleibt 

Das i8t nach dmaligem Zusatz der Blutkorperchen der Fall. Da- 
nach werden 3 ccm frisches Meerschweinchenserum mit dem zu behandelnden 
Kaolin 1 Stunde bei 37° in Kontakt gelassen. Dann wird zentrifugiert. 
Abgufi = 8erum A. 
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B. 3 ccm friscben Serums desselben Meerschweinchens werden mit 
1 g frischen Kaolins versetzt. Behandlung im ubrigen wie oben. Abgufi 
= Serum B. 

C. 3 ccm frisches Meerechweinchenserum vom selben Tier bleibt ohne 
Kaolin. 1 Stunde im Brutschrank. Abgufi = Serum C. 

Die antihiimolytische Kraft der Serumquoten A, B und C wird in 
der iiblichen Weise gcpriift. 

Das Resultat zeigt die nachstehende Tabelle. 


Menge des 
Serums 

A. 

Mit durch Blutkorp. 
gesattigtem Kaolin 
behandelt 

B. 

Mit frischem Kaolin 
behandelt 

C. 

Natives Serum 

i/ 

0 

1 

0 

I 

0 

vj 

0 

geringe Spur 

0 

v« 

0 

wenig 

0 

7* 

e 

stark 

0 


wenig 

komplett 

miifiig 


stark 


stark 

ViB4 

komplett 

t 1 

” 

komplett 

V* 28 

M 

99 

ti 

J < 

9t 

I 

99 

91 

7) 3 

i 

yj 

1 ” 


u 

yy 

91 

! 11 


Vergleichen wir das Resultat dieses Versuches mit den 
frOheren Hemmungsversuchen mit EiweiB, so ergibt sich im 
Zusammenhang die Tatsache, dad nicht nur die Ad¬ 
sorption von EiweiB durch das Kaolin die Hfimo- 
lysehemmt, sondern daB auch die voraufgegangene 
Hamolyse dem Kaolin seine Fahigkeit nimmt, die 
hemmende Substanz aus dem EiweiB zu adsor- 
bieren. Wir konnen danach die H&molyse durch 
das Kaolin als durch eine Adsorption von EiweiB 
aus den Blutkorperchen bedingt auffassen. 

Das Kaolin spielt dann in seinem Verhalten zum Serum 
einerseits und Blutkbrperchen andererseits doch wieder eine 
ahnliche Rolle, wie das Saponin im Verh&ltnis zum Cholestearin, 
wenn auch freilich eben der Angriffspunkt der beiden Blut- 
gifte ein ganz verschiedener ist. Bei der Saponinh&molyse 
beruht die schfltzende Wirkung des Serums nach den Unter- 
suchungen von Ransom bekanntlich darauf, daB das Saponin 
sich mit dem Cholestearin des Serums verbindet und so von 
den Blutkorperchen ferngehalten wird. Bei der Kaolin- 
hamolyse konnen wir entsprechend dem Resultat der vorauf- 
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gegangenen Versuche annehmen, daB bei Gegenwart von 
Serum das Kaolin-EiweiB aus dem Serum adsorbiert und nicht 
aus den Blutkorperchen, die dadurch vor der Hamolyse ge- 
schiitzt sind. 

Wir haben also hier bei der Kaolin hamolyse 
eine Ldsung durch eine chemisch vollig indif¬ 
fer e n te und dazu noch unlosliche Substanz. 

Es sei noch bemerkt, daB der Hamolyse regelmaBig eine 
Agglutination der Blutkorperchen voraufgeht, die auch bei 
den Grenzmengen, bei denen keine komplette Hamolyse mehr 
erfolgt, noch nachweisbar ist. 

Es ware hier an die Versuche von Landsteiner zu 
erinnern, der bekanntlich vor Jahren die interessanten Be- 
obachtungen mitgeteilt hat, daB die Kieselsaure gleichfalls 
imstande ist, Blutkorperchen zu agglutinieren. Eine Hamo¬ 
lyse durch die Kieselsaure findet jedoch nicht statt. Sie er- 
erfolgt erst bei Zusatz von Lecithin. 

Wir haben also da einen abweichenden Mechanismus, 
d. h. ein komplexes Phanomen, ahnlich der spezifischen 
Hamolyse durch Ambozeptor und Komplement. 

• Eine weitere Abweichung besteht darin, daB im Gegen- 
satz zur Kieselsaure das Lecithin auch auf die Kaolin- 
hamolyse keinen fordernden, sondern im Gegenteil einen deut- 
lich hemmenden EinfluB hat. Das zeigen die beiden folgenden 
Versuche. 

Tabelle XVII. 

Hemmung der Kaolinhamolyse durch Lecithin. 

3-proz. Emulsion von Lecithin purum (Riedel). Kaolin in kon- 
stanten Mengen. Lecithin in fallenden Mengen. Versuchs- 
anordnung wie iiblich. 
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Tabeile XVHI. 

Hemmende Wirkung von Lecithin auf die Koalinhamolyse. 

Lecithin purum (Riedel) in 0,3-proz. Emulsion in konstanten 
Mengen. Kaolin in fallenden Mengen. Versuchsanordnung wie 
iiblich. 


Menge der 
20-proz. Kaolin - 
emulsion 

Kaolin 

| in g 

0,3-proz. Lecithin- 
emulsion 

Hamolyse 

mit Lecithin 

ohne Lecithin 

1,0 

0,2 

1,0 

komplett 

komplett 

0,8 i 

0,16 

yy 

yy 

yy 

0,6 

0,12 

yy 

fast, komplett 

yy 

0,4 

0,08 


Spur 

yy 

0,2 

0,04 

u 

6 

stark 

0,1 

0,02 l 

yy 

e 

wenig 

0,08 

0,016 

yy 

e 

yy 

0,06 

0,012 

yy 

e 

Spur 

0,04 

0,008 

yy 

e 

e 

0,02 

0,004 

yy 

e 

e 


Wir haben dann noch eine Reihe weiterer Suspensions- 
kolloide auf ihre h&molytische Wirkung geprttft, vor allem 
das Aluminiumhydroxyd und Talcum (Magnesiumsilicat). 

Ihre Wirkung ist bedeutend geringer als die des Kaolins. 
Auch hier findet eine Hemmung durch EiweiB statt Das 
zeigen die beiden folgenden Tabellen. 


TabeUe XIX. 

Hamolytische Wirkung von Aluminiumhydroxyd 
und Talcum. 

1 ccm der 5-proz. Hammelblutkorperchenaufschwemmung mit je 
1 ccm der Emulsion dieser Substanzen vereetzt, 2 Stunden im Brutechrank, 
dann Ablesen des Resultates. 


Menge der 
20-proz. Emulsion 

NaCl 

Hamolyse des 

AL-Hydroxyd 

Talcum 

1,0 

0,0 

komplett 

komplett 

0,8 

0,2 

yy 

fast komplett 

0,6 

0,4 

yy 

wenig 

0,4 

0,6 

fast komplett 

Spur 

0,2 

0,8 


yy 

0,1 

0,9 

stark 

yy 

0,08 

0,92 

» 

ganz, Spur 

0,06 

0,94 

wenig 

0 

0,04 

0,96 

Spur 

e 

0,02 

0,98 

yy 

e 

0.01 

0,99 

e 

e 
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Tabelle XX. 

Hemmung der Hamolyse von Aluminiumhydroxyd 
und Talcum durch EiweiS. 

Fallende Mengen von Eiereiweifl. Konstante Mengen von hamolytischer 
Substanz: 1 ccm der 20-proz. Emulsion. Methode wie iiblich. 


Menge des 
Eiereiweifl 

20-proz. 

Kaolin 

Hamolyse bei 

AL-Hydroxyd 

Talcum 

0,5 

1,0 

e 

e 

0,25 


e 

e 

0,1 


e 

e 

0,05 

77 

e 

e 

0,025 

77 

0 

e 

0,01 

77 

Spur 

e 

0,005 

*7 

wenig 

e 

0,0025 

77 

77 

Spur 

0,001 

77 

maflig 

maflig 

0,0005 

77 

77 

stark 

0,00025 

77 

stark 

77 

0,0001 

77 

77 

71 

0,00005 

71 

komplett 

komplett 

0,000025 

77 

l 77 

17 

0,00001 

77 

1 

11 


In einer frttheren Arbeit (Friedberger und Salecker) 
ist gezeigt worden, dafi das Kaolin aus unverddnntem Serum 
keine Antikdrper adsorbiert. 

Es schien uns nun praktisch wichtig, darttber Versuche 
anzustellen, ob unter diesen Bedingungen der anaphylakto- 
g e n e Anted des Eiweifies mehr oder weniger von dem Kaolin 
gebnnden wttrde. Das w&re natflrlich von groBer praktischer 
Bedentnng gewesen, indem man auf diese Weise bei vOlliger 
Erhaltung der Antikdrper weniger giftige Sera ffir die Heil- 
serumtherapie h&tte herstellen kdnnen. 

Leider bestfitigte der Versuch diese Erwartung nicht, wie 
das die folgende Tabelle zeigt. 

Tabelle XXI. 

a) 12 ccm Hammelserum werden mit 2 g Kaolin 2 Stunden lang im 
Brutachrank bei 37° gehalten. Dann zentrifugieren. Abgufl A. 

b) 5 ccm desaelben Serums werden 2mal in gleicher Weise behandelt. 
Abgufl B. 

c) 5 ccm Hammelserum bleiben zur Kontrolle entsprechend lang im 
Brutachrank stehen. Das Serum = C. 

10 * 
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Es wird nun bei einer Reihe 24 Tage zuvor mit 0,02 Hammelserum 
vorbehandelter Meerschweinchen die todliche Dosis der einzelnen Hammel- 
serumquoten ausgewertet. 


Tier No. 

Korper- 

gewicht 

iDosis der Reinjekt. 
| pro 200 g 

Multipla 

Ausgang 



Natives Serum (C) 



K 13 

210 

0,0025 


lebt 

K 8 

270 

0,005 



K 7 

310 

0,01 

i 

t 

K 12 

290 

0,01 

i 

t 

K 3 

210 

0,01 

i 

t 


lmal mit Kaolin behandeltes 

Serum (A) 


K 10 

270 

0,05 1 

5 

t 

K 18 

250 

0,025 1 

2,5 

t 

K 25 

280 

0,01 

1 

t 

K 21 

261 

0,01 

1 

t 


2mal mit Kaolin behandeltes Serum (B) 


K 16 

250 

0,005 

m 

K 1 

230 

0.01 

1 

K 19 

260 

0,01 

1 


Ganz anders sind die Resultate bei Verwendung ver- 
dfinuten Serums. 


Tabelle XXII. 

Hammeleemm verdiinnt 1:10. 

10 ccm des verdiinnten Serums mit 2 g Kaolin versetzt, 1 Stunde im 
Brutschrank. 

10 ccm des verdiinnten Serums ohne Kaolin im Brutschrank 1 Stunde. 
Meerschweinchen prapariert mit je 0,02 Hammelserum am 2. Dez. 1911. 
Reinjektion nach 16 Tagen. 


Tier No. 

Korper- 

gewicht 

Dosis der Reinjekt. 
pro 200 g 

Multipla 

Ausgang 

L 153 

190 

B. Natives Serum 
0,01 


t 

L 167 

220 

0,01 


lebt 

L 145 

250 

0,01 



L 138 

240 

0.025 


t 

L 166 

190 

0,025 


t 

L 158 

220 

0,025 


f 


A. Mit Kaolin behandeltes Serum 


L 146 

240 

0,025 

1,0 

L 161 

220 

0,038 

1,5 

L 140 

200 

0,038 

1,5 

L 148 

220 

0,05 

2,0 
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Tabelle XXIII. 

30 ccm des 1:10 verdiinnten Hammelserums mit 15 g Kaolin vereetzt, 

1 Stunde im Brutschrank, dann zentrifugiert. 

10 ccm vom Abgufi mit 5 g Kaolin versetzt, 1 Stunde im Brutschrank, 
abzentrifugiert Abgufl = A. 

30 ccm des 1:10 verdiinnten Hammelserums, im Brutschrank 

2 Stunden = B. 

Reinjektion mit A und B bei 18 Tage zuvor praparierten Meer- 
schweinchen. 


Tier No. 

Korper- 

gewicht 

Dosis der Reinjekt. 
pro 200 g 

Multipla 

Ausgang 



B. Natives Serum 



L 163 

340 

0.005 


lebt 

L 149 

300 

0,0075 

9 


L 157 

250 

0,0075 


» 

L 162 

250 

0,015 

1,0 

t 

L 142 

300 

0,015 

1,0 

t 

L 150 , 

260 

0,015 

1,0 

t 


A. Mit Kaolin behandeltes Serum 


L 151 

260 

0,015 

1,0 

lebt 

L 154 

250 

0,023 

1,0 


L 147 

230 

0,03 

2,0 . 


L 152 

240 

0,075 

5,0 


L 137 

230 

0,15 

10,0 

t 

L 141 

230 

0,23 

15,0 

t 


Aas diesem Versuch ergibt sich also, dad das 
Kaolin nicht imstande ist, aus dem unverdiinnten 
Serum die Anaphylaxie ausldsenden Bestandteile 
in nachweisbaren Mengen zu adsorbieren. Im 
Gegensatz dazu sind dieselben aus dem verdiinnten Serum 
durch das Kaolin absorbierbar. Dort wurden aber bekanntlich 
auch die Antikdrper entsprechend adsorbiert. 

Es war a priori zu erwarten, daB die toxische Wirkung, die 
das Kaolin und andere anorganische Suspensionskolloide, wie 
wir gesehen haben, gegeniiber den Blutkorperchen entfalten, 
sich auch gegenOber anderen Zellen gel tend machen wird. Vor 
allem interessierte es uns natiirlich, ob sich nicht ein EinfluB 
auf Bakterien nachweisen lie Be. 

Eine Shnlich intensive und prompte Wirkung wie auf die 
empfindlichen BlutkOrperchen war hier a priori ja nicht zu 
erwarten. Doch ist immerhin eine deutliche abtotende Wirkung, 
wie gleich vorweg bemerkt sein soil, nachzuweisen. 
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Ueber die desinfizierende Wirkung durch Kaolin und 
andere anorganische Kolloide soli demn&chst in einer ausfflhr- 
lichen Arbeit NSheres berichtet werden. 

Hier sei nur eine Versuchsreihe als Beispiel aufgeffihrt. 

Tabelle XXIV. 

Je 1,6 g Kaolin (Kahlbaum) wurde in 2 Reagenzrohrchen trocken 
sterilisiert. 

Dae eine Rohrchen wurde mit 5 ccm 1:5 verdiinnten frischen 
Eiweifies, das steril entnommen ist, versetzt, 1 Stunde im Brutschrank, 
abzentrifugiert. 

Fallende Mengen beider Kaolinquoten; jedes Rohrchen enthalt 1 com 
steriler physiologischer NaCl-Losung. 

5 Oesen von frischer, gut gewachsener Prodigiosuskultur wurden in 
50 ccm NaCl-Losung aufgcschwemmt mit je 0,05, davon wurde jedes 
Rdhrchen beimpft. 

Nachdem die Kaolinemulsion durch Schiitteln gleichmiifiig emulgiert 
ist, wurden von jedem Rohrchen Platten gegossen und das gleiche weiterhin 
zu den in der Tabelle angegebenen Zeiten. Plattenzahlung nach 48-stiin- 
diger Bebriitung. 


Menge des Kaolins 
in g 

Sofort 

Nach 14 Std. 

Nach 24 Std. 

Nach 48 Std. 


Natives Kaolin 



0,8 

QO 

0 

0 

0 

0,4 

00 

0 

0 

0 

0,2 

00 

0 

0 

0 

0,1 

oo 

2 

0 

0 

0,05 

00 

2176 

1536 

1280 

0,025 

oo 

4272 

3266 

2940 

0,0125 

00 

00 

00 

00 

0,0 

oo 

00 

00 

OO 


Mit Eiweifi 

behandeltes 

Kaolin 


0,8 

00 

oo 

oo 

00 

0,4 

oo 

00 

00 

00 

0,2 

QO 

OOP 

00 

oo 

0,1 

X 

00 

oo 

00 

0,05 

oo 

00 

00 

oo 

0,025 

00 

oo 

00 

oc 

0,0125 

oo 

OC 

OO 

00 

0,0 

oo 

; 00 

oo 

00 


Zusammenfassung. 



Die Arbeit enthalt die Untersuchung fiber die hSmolytische 
und bakterizide Wirkung des Kaolins und anderer Sus- 
pensionskolloide. 
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1) Eine Suspension von Kaolin 16st verschiedene Blut- 
korperchen auf (untersucbt wurden Mensch, Pferd, Rind, 
Hammel, Schwein, Hund, Meerschweinchen, Taube und Frosch). 

2) Diese Hamolyse wird durch Serum gebemmt. 

3) Der Mechanismus der Hfimolyse entspricht nicht der 
SaponinhSmolyse; denn das Cholestearin fibt keine hemmende 
Wirkung aus. 

4) Die bemmende Kraft des Serums wird durch 56° C 
nicht zerstort. 

5) Die hemmende Kraft der verschiedenen Sera ist ver- 
schieden stark; am wenigsten hemmt unter den von uns unter- 
suchten Serumarten das des Hammels, am st&rksten das des 
Rindes und des Pferdes. 

6) Die hemmende Wirkung des Serumglobulins ist etwas 
groBer als die des Serumalbumins. 

7) EiweiB und Eidotter wirken gleichstark hemmend. 

8) Von den EiweiBabbauprodukten wirkt die prim Sre 
Albumose am starksten, die Deuteroalbumose ? nur wenig. 
Niedere EiweiBabbauprodukte, vom reinen Pepton beginnend, 
wirken nicht mehr hemmend. Das EiweiB verliert also durch 
die Spaltung die hemmende Wirkung mehr und mehr. 

9) Gelatine und Agar-Agar hemmen gleichfalls die Kaolin- 
hamolyse. 

10) Kaolin ist imstande, dem Serum die hemmende Kraft 
zn entziehen. 

11) Die hemmende Wirkung des Serums beruht nicht 
auf einer atherloslichen Substanz, sondern auf dem EiweiB.* 

12) Auch Blutkdrperchen enthalten antihSmolytische Sub- 
stanzen, die sich wesentlich im Hemoglobin befinden. 

13) Da nicht nur durch Absorption des EiweiBes die 
KaolinhSmolyse gehemmt wird, sondern auch die vorauf- 
gegangene Hamolyse dem Kaolin die blutlosende Fahigkeit 
entzieht, so kdnnen wir die Hamolyse als durch Absorption 
des EiweiBes durch Kaolin bedingt auffassen. 

14) Die Hamolyse durch Kaolin wird im Gegensatz zu 
der Hamolyse durch die Kieselsaure durch Lecithin nicht 
komplettiert, sondern gehemmt. 
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15) Aluminiumhydroxyd und Talcum verhalten sich in ihrer 
Wirkung wie Kaolin. 

16) Bei der Behandlung des konzentrierten Serums mit 
Kaolin bleibt die Toxizitat gegen die praparierten Meer- 
schweinchen erhalten, bei der Behandlung des verdflnnten 
Serums nimmt sie ab. 

17) Auch auf Bakterien hat das Kaolin eine abtdtende 
Wirkung. 


Nachdruck verboten. 

[Aus der Bakteriologischen Abteilung des Rudolf-Virchow-Kranken- 
hauses zu Berlin (Leiter: Priy.-Doz. Dr. Liefmann).] 

Ueber die Hypothese der lipoiden Natur des Komplementes. 

Von Priv.-Doz. Dr. Iiieftnann, M. Cohn und Dr. Orlo£f. 
(Eingegangen bei der Redaktion am 29. Januar 1912.) 

Seit einigen Jahren wird vielfach tiber die Vermutung 
diskutiert, dafi die Serumsubstanzen, an die die Komplement- 
funktion gebunden ist, lipoider Natur seien. Die Be- 
grttnder dieser Anschauung sind H. Noguchi 1 ) und L. v. 
Liebermann 2 3 ). Eine grofie Anzahl von Autoren hat die 
interessante Hypothese dieser zwei Autoren naher geprflft, sie 
sind aber fast alle zu einem negativen Resultat ge- 
kommen [v. Dungern und Coca 8 ), H. Sachs und Alt- 
mann 4 5 ), Hecker 6 ), Friedemann und Fritz Sachs 6 ), 
v. Knaffl-Lenz 7 ), Liefmann und Cohn 8 )]. 

In jtingster Zeit hat v. Liebermann in Gemeinschaft 
mit v. Fenyvessy 9 ) seine Hypothese durch neue Ver- 

1) Noguchi, Biochem. Zeitschr., Bd. 6, 1907. 

2) v. Liebermann, Arch. f. Hyg., Bd. 62, 1907. 

3) v. Dungern und Coca, BerL klin. Wochenschr., 1907, No. 46. 

4) H. Sachs und Altmann, Berl. klin. Wochenschr., 1908, No. 10. 

5) Hecker, Arb. a. d. Inst. f. exp. Therapie, 1907, Heft 3. 

6) Friedemann und Fritz Sachs, Biochem.Zeitschr., Bd.12,1908. 

7) v. Knaffl-Lenz, Biochem. Zeitschr., 1909. 

8) Liefmann und Cohn, Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 6, 1910. 

9) v. Liebermann und v. Fenyvessy, Zeitschr. f. Immunitatsf., 

1911. 
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sucbe zu sttitzen gesucht, indem er sich nachzuweisen be- 
mflhte, daB 

1) gewisse Seifen - EiweiBmischungen besonders stark 
auf ambozeptorbeladene Blutkdrperchen wirken, und 
daB sie 

2) nach denselben Methoden wie das Komplement in 
2 Teile zerlegbar seien. 

Es ist keine Frage, daB der Liebermannschen Hypo- 
these — wenn sie sich bestatigte — eine grofie Bedeutuog 
zukame. Das Komplement ist ein so wichtiger, und bei so 
vielen Immunitatsreaktionen beteiligter Kdrper, daB, wenn es 
gelange, ihn kunstlich herzustellen, und z. B. den 
Koraplementgehalt des Serums zu erhohen, eine gtlnstige 
Wirkung bei vielen infektidsen Prozessen wohl erwartet 
werden kdnnte. 

Wir haben uns daher von neuem bemfiht, die Lieber- 
mannschen Beobachtungen einer Prflfung zu unterwerfen. 

Die Seife, deren wir uns bei unseren Versuchen be- 
dienten, war zum geringeren Teile Natr. oleinic. von Merck, 
in den meisten Fallen aber die von Kahlbaum. Das erste 
Praparat failt in Kochsalzlosung im allgemeinen sehr rasch 
aus, es handelt sich dabei offenbar urn das sogenannte Aus- 
kernen, das bei der Kahlbaumschen Substanz erst viel 
spater sich bemerkbar macht. Aber aucli diese triibt sich bei 
mehrstandigem Stehen, und damit Hand in Hand geht eine 
allmahliche Abnahme der hamolytischen Kraft. Die Triibung 
erfolgt nicht oder viel langsamer, wenn man als Losungs- 
mittel Aqu. dest. benutzt. Es ist deshalb zweckmaBig, fur 
jeden Versuch sich eine Stammlosung in Aqu. dest. zu 
machen, und erst die endgiiltigen Verdflnnungen mit Koch¬ 
salzlosung herzustellen. Die Blutkdrperchen, die wir benutzten, 
entstammten dem Hammel, das Ambozeptorserum teils Ka- 
ninchen, teils einer Ziege. 


I. 

Das Verhalten der sensibilisierten Blutkdrperchen gegeniiber 

Seifeldsungen. 

Den Kern der Darlegungen von Liebermann und v. 
Fenyvessy bildet — wie die Verfasser wiederholt hervor- 
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heben — die Beobachtung, daB sensibilisierte Blutzellen durch 
die Seife schneller und durch geriDgere Mengen aufgeldst 
werden als nicht sensibilisierte. Wir haben hinsichtlich dieser 
Erscheinung in unseren frfiheren Versuchen kein beststigendes 
Ergebnis erzielt. Auch unter den flbrigen Untersuchern 
herrscht keine Uebereinstimmung. v. Liebermann und v. 
Fenyvessy fordern nun fur die Abgabe eines einwandfreien 
Urteils die Ausschaltung jeglicher Agglutination der roten 
Blutkorperchen und die Entfernung des tiberschiissigen 
Immunserums, weil beides die Seifenh&tnolyse hemmt. Die 
Agglutination laBt sich nun zweifellos in gewissem Grade ver- 
meiden, durch Auswahl besonders gunstiger Seren. Auch wir 
haben mit solchen Seren gearbeitet, die scheinbar keinerlei 
Agglutination der Blutzellen hervorrufen. Jedoch glauben wir 
nach unseren Erfahrungen, daB es schlechterdings Qberhaupt 
kein hSmolytisches Immunserum gibt, das nicht eine gewisse 
Verklumpung und Zusammenballung der Blutzellen (beim 
Zentrifugieren) bewirkt. 

Jedenfalls haben wir noch kein hamolytisches Immun- 
serura beobachtet, das nicht die sensibilisierten Blutzellen so 
verSndert hatte, daB beim Zentrifugieren der Bodensatz zaher 
und schwerer aufzuschtitteln gewesen wSre als der nicht sen- 
sibilisierter. Es liegt nun von vornherein sehr nahe, zu ver- 
muten, daB bei ofterem Zentrifugieren und Wiederaufwirbeln 
solcher sensibilisierter Blutkorperchen eine Sch&digung der- 
selben resultiert, und wir werden sehen, daB dieser Vermutung 
eine groBe Bedeutung fur die Erklarung der v. Lie be r- 
m a n n schen Versuche zukommt. 

Die Autoren behaupten nSmlich, daB die Wirkung des 
Ambozeptors darin bestiinde, daB er die Resistenz der Blut¬ 
korperchen gegeniiber der SeifenhSmolyse (aber auch der 
anderer hamolysierender Stoffe) herabsetze. Diese Behauptung 
stiitzen sie auf Versuche, in denen sie die sensibilisierten 
Blutzellen ofters (3—4mal) zentrifugiert und wieder aufge- 
wirbelt haben. Zwar blieb es ihnen nicht verborgen, daB das 
oftere Auswaschen auf der Zentrifuge die sensibilisierten Blut¬ 
zellen schadigt. Sie haben diesem Umstand aber nicht ge- 
niigende Beachtung geschenkt, und sich nicht gefragt, welchen 
Anteil diese Schadigung an der schnelleren Aufldsung dieser 
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Blutkorperchen hat. Sie haben in ihren Versuchen die Seifen- 
hamolyse sensibilisierter und 3mal gewaschener Blutzellen ver- 
glichen mit der mit Normalserum beschickter (und im iibrigen 
gleich bebandelter) Blutkorperchen. So glaubten sie den EinfluB 
der Serum-Ambozeptorwirkung klar erkennen zu konnen. 

Das aber ist, wie wir in eindeutiger Weise zeigen konnen, 
ein Irrtum. Es ist n&mlich weder das Sensibilisieren noch 
das Zentrifugieren der Blutzellen allein, was ihre Schadigung 
bedingt, sondern erst die Kombination der beiden MaBnahmen 
ist es, die diese Wirkung hervorruft. Die Liebermannsche 
Kontrolle mit Normalserum ist in Wirklichkeit keine Kontrolle, 
weil sie die Hauptfehlerquelle nicht ausscbaltet. 

Um unsere Ansicht noch klarer auszusprechen, wollen 
wir sie so formulieren: 

Liebermann und v. Fenyvessy behaupten, daB die 
Wirkung des Ambozeptors in einer Schadigung der Blutzellen 
besteht, die diese gegeniiber verschiedenen chemischen Einfliissen 
weniger resistent mache. Die Versuche der Autoren lassen 
aber einen solchen SchluB nicht zu. Die Resistenzverminderung, 
die die Autoren beobachten, ist jedenfalls zu einem erheblichen 
Teil auf die Schadigung zurflckzufflhren, die gerade die mit 
Immunserum beladenen Blutzellen, nicht aber unbeladene 
Oder mit Normalserum behandelte durch Sfteres Waschen 
erleiden. 

DaB dem so ist, lafit sich leicht durch eine Versuchs- 
anordnung zeigen, bei der sensibilisierte Blutzellen mehrmaliger 
Zentrifugierung (und Aufwirbelung) unterworfen werden — 
aber ohne daB die fiberstehende Fliissigkeit abgegossen wird. 
Losen sich die Blutkdrperchen nach dieser Prozedur deutlich 
rascher auf, als vor derselben, wahrend nicht sensibilisierte 
Blutzellen beim Zentrifugieren ihre Resistenz nicht wesentlich 
Sndern, so kann man mit Sicherheit behaupten, daB die aus- 
gefflhrten Prozeduren einen wesentlichen Anted an der 
schnellen Aufldsung gerade der sensibilisierten Zellen haben, 
und es wird durchaus fraglich, ob der Ambozeptor, wie dies 
v. Liebermann und v. Fenyvessy annehmen, an und 
ftir sich eine Schadigung bewirkt. 

Wir wollen in Kiirze einen derartigen Versuch be- 
schreiben. 
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5-proz. Hammelblutkorperchen, Ambozeptor vom Kaninchen, Titer 
1:2000, davon 10 Einheiten verwendet. 

Blutkorperchen + Ambozeptor V?oo 25 Minuten bei Zimmertem- 
peratur gehalten = Blutkorperchen priipariert. 

Dasselbe 4mal zentrifugiert und jedesmal ohne abzugiefien auf- 
gewirbelt = Blutkorperchen priipariert und zentrifugiert. 

Versuch im Wasserbad bei 37°. 

No. Seife 1 / f000 NaCl 

1 0,2 1,8 Blk. nicht sensib. 1,0 n. 2r total gelost 

2 0.2 0,8 Blk. prapariert 2,0 n. 30' ungelost, kommt sehr 

langsam zur Losung 

3 0,2 0,8 Blk. priip. u. zentr. 2.0 n. 12' total 

Rohrchen 2 und 3 unterscheiden sich also nur dadurch 
voneinander, dad in 2 die BlutkSrperchen einfach sensibilisiert 
waren, w&hrend in 3 die Blutkorperchen dann noch 4mal zen¬ 
trifugiert und wieder aufgewirbelt wurden, aber ohne daft dabei 
die Qberstehende Flussigkeit abgegossen wurde. Daft nicht 
sensibilisierte Blutkorperchen beim Zentrifugieren und Wieder- 
aufwirbeln nicht wesentlich geschadigt werden, brauchen wir 
nicht durch ein besonderes Protokoll zu belegen. Aber 
ebenso wie diese verhalten sich mit Normal- 
Kaninchenserum behandelte Blutzellen. Daraus 
folgt einwandsfrei, daft die Sensibilisierung zusammen mit dem 
Zentrifugieren und Waschen eine SchSdigung bedingt, aber 
dafttr, daft der Ambozeptor an und fiir sich einen solchen 
Effekt ausiibt, fehlt jeder Beweis. 

Es ist nun recht interessant, daft durchaus nicht alle 
Ambozeptoren, die wir prflften, gleichmaftig auf die Blut¬ 
korperchen einwirkten; bei dem einen war beim Waschen eine 
grofte Schadigung der Blutkorperchen zu bemerken, bei den 
anderen nur eine geringe. Wir haben den Eindruck, daft die 
Seren, die in grofter Verdttnnung verwendet werden 
konnten, beim Waschen wenig Schadigung hinterlieften, obwohl 
von ihnen die gleiche Zahl (10) an Ambozeptoreinheiten ver¬ 
wendet wurde. Und es ist recht bezeichnend, daft wir mit 
diesen sehr hochwertigen Seren auch die Liebermannschen 
Versuche nicht wiederholen konnten, weder Seife allein noch 
Kombination mit Serum und mit Alkali lieften eine deutlich 
schnellere Auflosung der so sensibilisierten Blutkorper er- 
kennen. Dr. Orloff hat sich die groftte Miihe gegeben, die 
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Versuche von v. Liebermann und v. Feny vessy, die mit 
Rinderblut ausgefflhrt worden waren, mit Hammelblut und 
dem hochwertigen Ziegenimmunserum, das wir besaBen (Titer 
0,CX)005), zu wiederholen. Auch Alkalizusatz zu den Seifen- 
eiweiBgemischen in den verschiedensten Mengen hatte 
keinen erkennbaren EinfluB. DaB v. Liebermann zu seinem 
Resultate kam, ist sebr begreiflich; einmal deswegen, weil er 
mit Blutkflrperchen arbeitete, die durch Sensibilisierung 
Waschung stark gelitten hatten, und zweitens, weil nach 
Rondoni 1 ) gerade die Rinderblutkflrperchen (besonders wohl 
die vorher leicht geschSdigten) gegen Alkali empfindlich sind. 

II. 

Wie erw&hnt ist, das zweite Argument, daB v. Lieber¬ 
mann und v. F e n y v e s s y fflr die Seifennatur der Komplemente 
ins Feld ffihren, das der Spaltbarkeit. Sie fiihren Ver¬ 
suche an, in denen es ihnen gelang, eine SeifeneiweiBlflsung 
durch Kohlens&urespaltung in zwei unwirksame Teile zu zer- 
legen, die aber zusammengefiigt wieder H&molyse gaben. 

Es ist gewiB, daB, wenn SeifeneiweiBlosungen das gleiche 
eigenartige Verhalten aufweisen wOrden, wie es dem Komple- 
ment in dieser Hinsicht zukommt, das in zwei vollig unwirksame 
Elemente, die sich in vielfacher Beziehung recht verschieden 
verhalten, zerlegen l&Bt, diese Tatsache ein wichtiges Argu¬ 
ment fflr die Lipoidnatur des Komplementes ware. Es ISBt 
sich nun aber leicht zeigen, daB die Spaltung des Lieber- 
mannschen Seife-EiweiBgemisches mit der Komplement- 
spaltung nur eine entfernte fiuBere Aehnlicbkeit hat, im 
flbrigen aber ganz anderen Gesetzen folgt als diese und eine 
andere Grundlage hat. 

Wir haben Gemische von Hammelserum wie auch von Menschenserum 
mit Seife nach der von Sachs und A11 m a n n 2 ) angegebenen Methode 
(mit HCt) gespalten. Globulin- und Albuminteil kamen in 10-facher Ver- 
diinnung zur Anwendung. Die Mischung bestand in einem Falle aus 1,5 
Serum von Hammel + 1,5 Seife 1 /, 00 (20 Minuten bei 37° digeriert), im 
anderen aus 3,0 Serum vom Menschen + 1,0 Seife '/ 100 . Das Ergcbnis im 
letzteren Falle war folgendes: 

1) Rondoni, Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 7, 1910. 

2) Siehe Handbuch der Technik und Methodik der Immunitatsf., 
Bd. 2, p. 969. 
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Losung von 0,5 5-proz. Haramelblutes (Resultat nach 2 Stunden bei 
37°, dann 20 Stunden auf Eis abgelesen). 


a) Globulinteil 3,0 in 3,5 Gesamtflussigkeit 

total 

„ 2,5 „ 3,0 


»> 

„ 2,0 „ 2,5 

yy 

yy 

1,5 „ 2,5 

yy 

yy 

,, 1,0 „ 2,5 

yy 

Spur 

„ 0,5 „ 2,5 

yy 

ungelost 

b) Albuminteil 3,0 „ 3,5 

♦ j 

total 

„ 2,5 „ 3.0 

yy 

yy 

„ 2,0 „ 2,5 

yy 

fast total 

1,5 „ 2,5 

yy 

yy yy 

1.0 „ 2,5 

yy 

Spur 

,, 0,5 „ 2,5 

yy 

ungelost 


Die Auflosung der Blutkorperchen bei Verwendung 
grdfierer Dosen ging m&Big schnell von statten, die kleineren 
Dosen (1,5) ISsten ganz langsam, selbst nach 2 Stunden war 
nur geringe Losung zu bemerken. 

Wie wirken nun die beiden Teile bei der Zusammen- 


fugung? 


O ] 

1 

Hammelblut- 

korperchen 

NaCl 

Globu¬ 

linteil 

5' Pause 

1 Albumin¬ 
teil 

i 

Nach 2 h 37°, dann 
20" Eis 

1 

0,5 

ad 2.5 

0,25 

bei 37° 

0,25 

ungelost 

2 

0,5 

»» 2,5 

0,5 

l „ 37“ 

0,5 

Spur 

3 

0,5 

„ 2,5 

0,5 

; ,, 37° 

1,5 

yy 

4! 

0,5 

2 5 

0,5 

1 „ 37" 

2,5 

stark gelost 

5 

0,5 

„ 2,5 

1,0 

„ 37" 

1,0 

sofort stark gelost, nach 
24 h aber nicht mehr 

6 

0,5 

„ 5,0 

2,0 

„ 37" 

2,0 

sofort total 

n 

t 

0,5 


3,0 


1 3,0 

yy yy 


Man kSnnte, wenn man das Resultat nach 24 Stunden 
betrachtet, zunachst meinen, die Spaltung habe nur das Re¬ 
sultat gehabt, daB die Seife einfach in zwei Teile zerlegt ge- 
wesen, und daB der st&rkere Effekt der Vereinigung beider 
nur auf eine Addition zuruckzufflhren sei. Diese Anschauung 
ist aber zweifellos nicht richtig. Das ergab sich aus der Be- 
trachtung der RShrchen 6 und 7. 2,0 des Globulinteiles I6ste 
ganz langsam, 2,0 des Albumins auch nach 24 Stunden nicht 
total, und doch war bei der Zusammenffigung der zwei Teile 
eine sofortige totale H&molyse zu beobachten. Auch die 
Dosis von 1,0 beider Teile fflhrte zu einer sofortigen starken 
Losung (die aber auch nach 24 Stunden nicht weiter fort- 
geschritten war). Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB 
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bei diesem Versuche eine „Beschleunigung“ der L8sung ein- 
getreten war, und so kdnnte man vermuten, dafi es sich um 
eine der Komplementspaltung analoge Erscbeinung handele. 
Aber jeder, der mit den Arbeiten liber die H&molyse durch 
Lipoide vertraut ist, wird sofort einsehen, daB diese „Be- 
schleunigung“ eine ganz bekannte Erscbeinung ist, die man 
mit Seife und mit Oels&ure sehr leicht, aber nicht mit Kom- 
plement erzielen kann. Es handelt sich um ein Ph&nomen, 
das von einer grSBeren Anzahl von Autoren genauer unter- 
sucht worden ist 1 ) 2 ) 8 ) 4 ), und das darin besteht, daB sehr 
geringffigige Seifen- oder Oels&uremengen Blutk8rperchen so 
ver&ndern, daB sie durch nachtr&glichen Zusatz von Natron- 
lauge oder von Serum (frischem oder erhitztem), oder von 
Albumin (nicht von Globulin) ungemein schnell aufgelost 
werden. In unserem Versuche sind alle Faktoren far das Ein- 
treten dieses von uns als „Beschleunigungsphanomen“ 
bezeichneten Vorganges gegeben, und es ist daher von vorn- 
herein anzunehmen, dafi es hier eine Eolle spielt. Es ist recht 
charakteristisch fttr diese Reaktion, daB sie nur dann eintritt, 
wenn eine Seifen- oder Oels&uremenge verwendet wird, die 
auch allein (wenn auch ganz langsam) zur Ldsung ftthrt. Auch 
in unserem Versuche sehen wir dasselbe. 

Erst mit 2,0 Globulinteil, d. h. der auch allein (aber ganz 
langsam) ldsenden Dosis tritt vSllige HSmolyse ein, w&hrend 
eine kleinere Dose (1,0) zwar auch sofortige, aber nicht totale 
Ldsung erzielt. (Das ist beim Komplement und seinen zwei 
Teilen g&nzlich anders, da sie in kleiner Dosis langsam, aber 
total lOsen.) Um noch sicherer zu zeigen, daB es sich bei 
dieser sogenannten Spaltung nur um das „Beschleunigungs- 
ph&nomen“ handelte, haben wir an Stelle des Albuminteiles 
ein Albumin eines nicht mit Seife behandelten (inaktiven) 
Serums gesetzt. Dieses Albumin gab genau den gleichen 
Effekt wie das des Seife-Serumgemisches. Man wird sich 
vielleicht darfiber wundern, daB von der dem Serum zu- 
gesetzten Seife ein anscheinend erheblicher Teil in den 

1) v. Dnngern und Coca, 1. c. 

2) Friedemann und F. Sachs, 1. c. 

3) F. Sachs, Biochem. Zeitschr., Bd. 12, 1908. 

4) Liefmann und Cohn, Biochem. Zeitschr., Bd. 26, 1910. 
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Bodensatz Qbergegangen ist. Das stimmt aber mit unseren 
frfiheren Erfahrungen aufs beste fiberein. Das ausfallende 
Globulin (Euglobulin) reiBt eine Menge von Seife (resp. Oel- 
sfiure) mit sich nieder 1 ). 

III. 

MuBten wir bei der Nachprflfung dieser Argumente der 
Liebermannschen Arbeit zu dera Schlusse kommen, dad sie 
eine ganz andere Deutung, als die Autoren ihnen zuschreiben, 
zu erfahren baben, so suchten wir auch weiterhin zu prflfen, 
wie die Seifenhypothese mit anderen Tatsachen der Kom- 
plementwirkung sich vereinigen lafit. 

Es ist bekannt, daB das Komplement keinerlei Affi¬ 
nity zu nicht sensibilisierten Blutzellen hat (Ehrlich), 
man muBte sich daher die Frage vorlegen, ob die Lieber¬ 
mannschen Seife-Serummischungen diese Eigenschaft mit dem 
Komplemente teilen. Zur Verwendung kam eine Mischung 
von 5,0 Hammelserum (Vso) + 5,0 Seife (Vsooo) (10 Minuten 
bei 37° digeriert). Diese Mischung (1,0 ccm) 15ste 4mal ge- 
waschene sensibilisierte Blutkorperchen (infolge der Schadigung 
beim Waschen) schon nach 6 Minuten (bei 37°), wahrend 
4mal gewaschene nicht sensibilisierte sich erst nach 
13 Minuten losten. 

Nun wurden in mehreren Rohrchen je 0,5 Blutkbrperchen 
+ 1,0 Serumseife 5 Minuten bei Leitungswassertemperatur 
(15°) gebalten, dann zentrifugiert und Sediment und AbguB 
getrennt; dies gelingt vollstandig, der AbguB ist nicht hamo- 
lytisch. 

Das Sediment, in Kochsalzlbsung aufgeschwemmt, lost 
sich bei 37° efwa in 3 Minuten auf. Der AbguB hingegen 
lost 1,0 Blutkorperchen, prapariert und zentrifugiert, auch nach 
1 Stunde nicht spurweise auf. 

Hieraus geht hervor, daB unsensibilisierte Blut¬ 
korperchen einem hamolytischen Seifen - Serumgemenge die 
hamolytische Substanz entzogen haben, so daB jetzt nicht 
einmal mehr die durch Waschen geschadigten sensibilisierten 
Erythrocyten von dem AbguB aufgelost werden konnten. 

1) Siehe Liefmann und Cohn, L c., und Zeitschr. f. Immunitatsf., 
Bd. 6, 1910, p. 88. 
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IV. 

Die neuere Forschung hat nun eine Anzahl interessanter 
Eigenschaften, die dem Komplement zukommen, n&her er- 
forscht, und es ist nicht ohne Interesse, festzustellen, wie weit 
diese sich bei Seife-EiweiBmischungen wieder vorfinden. 

BezQglich einiger Fragen sind schon derartige Vergleiche 
zwischen Komplement und Seife angestellt worden. 

a) Man weiB, daB die Komplementwirkung in hohem 
Grade von der Konzentration des Komplementes abh&ngig 
ist 1 2 3 )*). Bei der Seife ist, wie man fand 8 ), dies nur in ge- 
ringem Grade der Fall. 

b) Die Komplementmenge, die eine bestimmte Blutmenge 
eben noch zur L8sung bringt, ist imstande, von einer grSBeren 
Blutmenge ein vielfaches Multiplum zu losen 1 )*) (sofern die 
Konzentration die gleiche bleibt). Bei der Seife verh&lt sich 
dies gerade entgegengesetzt 8 ). Bei Zusatz grSBerer Blut- 
rnengen zu einer Seifenldsung wird eher weniger Blut geldst 
als bei geringerem Zusatz. LQste eine SeifenlOsung z. B. 
5,0 ccm 5-proz. Blutes total, so wurde durch sie von einer 
6mal grdBeren Blutmenge (trotz gleichbleibender Seifen- 
konzentration) nur eine ganz geringe Spur geldst. Das Kom¬ 
plement 16st, je mehr Blut ihm zugefflgt wird, auch desto 
mehr auf (wenigstens in gewissen Grenzen) und &hnlich ver¬ 
h&lt sich das Saponin, und wie wir neuerdings feststellten, 
auch das Solanin. Die Seife zeigt also hierin ein entgegen- 
gesetztes Verhalten. 

c) In jfingster Zeit hat Gramenitzki 4 * ) gefunden, daB 
beim Komplement eine eigenartige Erscheinung beobachtet 
werden kann, die bei gewissen Fermenten sich ebenfalls 
findet (z. B. bei Oxydasen und Diastasen). Durch kurze Er- 
hitzung mehr Oder minder stark geschadigtes Komplement 
gewinnt bei l&ngerem Stehen allmahlich einen Teil seiner 
Wirksamkeit ganz von selbst wieder zurtlck, das Komplement 
regeneriert sich. Diese Eigenschaft konnte Gramenitzki 

1) G. Kiss, Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 3, 1909, p. 558. 

2) Scheller, Centralbl. f. Bakt., Abt. I, Bd. 56, Heft 2. 

3) Lief m an n und An dree w, Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 11, 
p. 355. 

4) Gramenitzki, Biochem. Zeitschr., 1912. 

Zeitschr. f. lmmunithtsfnnichung. Grig. Bd. XIII. H 
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bei durch Erhitzen mehr Oder minder inaktivierten Seife- 
Eiweifimischungen nicht nachweisen, im Gegenteil, die In- 
aktivierung der Seife schritt bei lftngerem Stehen nur 
weiter fort. 

d) SchlieBlich haben Friedemann und Hersfeld 1 ) 
vor kurzem gezeigt, daB an Filtrierpapier angetrocknetes 
Komplement selbst bei grfindlichster Entfettung keine Ab- 
nahme seiner h&molytischen Kraft erfhhrt. Dam it stimmen 
frdhere Untersuchungen von Ottolenghi 2 ) am gelosten 
Komplement gut tlberein. Erst eine sebr langdauernde Ex- 
traktion mit Aether sch&digte das Komplement, und wir 3 ) 
fanden, daB die Extraktion mit Aether und Alkohol die 
beiden Teile des Komplementes noch weniger angreift als 
das ungespaltene Komplement. 

Diese Befunde kbnnen wir nun noch durch eine Reihe 
weiterer vermehren. 

1) Das Komplement wird durch einen nur wenig gegen- 
Ober dem physiologischen erhShten Kochsalzgehalt ganz be- 
trachtlich in seiner Wirksamkeit gehemmt. Diese Tatsache 
ist insbesondere von Kiss 4 ) sehr sorgfaltig untersucht 
worden. Er fand z. B., daB bei 2-proz. Kochsalzgehalt der 
Fliissigkeit auch 40 Komplementeinheiten keine Lbsung her- 
vorbrachten. Ganz anders ist dies aber bei der Seife, wie 
wir aus der folgenden GegenOberstellung ersehen: 


I. Vereuch mit Seife: 0,01-proz. Seifelosung und Hammelblut. Zu- 
satz steigender Mengen 17-proz. NaCl-Losung. 


No. 

Seife 

1:10000 

0,85-proz. 

NaCl 

17-proz. 

NaCl 

5 Proz. Hammel- 
blutkorperchen 

Total gelost nach x' 
bei 37° 

1 

0,4 

ad 2.5 


0,5 

10' 

2 

0,4 

,. 2.5 

0,1 

0,5 

10* 

3 

0,4 

„ 2,5 

0,2 

0,5 

10' 

4 

0,4 

„ 2,5 

0,5 

0,5 

11' 

5 

0,4 

„ 2,5 

1,0 

0,5 

17' 

6 

0,4 

„ 2,5 

1,5 

0,5 

40- 


1) U. Friedemann und Hersfeld, Berliner klin. Wochenschr.. 
1911, No. 47, p. 2106. 

2) Ottolenghi und Mori, Centralbl. f. Bakt., Abt 1, Orig., 
Bd. 38, 1905. 

3) 1. c. 

4) 1. c. 
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II. Die gleichen Men gen 17-proz. NaCl-LOeung zur Komplement- 
hamolyse zugefugt. 


6 

Z 

Komplement 

1:10 

0,85-proz. 
NaCl 

17-proz. 

NaCl 

Hammelblutkdrperchen 
und Ambozeptor 1:2000 
(10 Einheiten) aa 

Total gel&t 
nach 

7 

0,5 

ad 2,5 

_ 

1,0 

6' 

8 

0,5 

„ 2,5 

0,1 

1,0 

24 h bei 37°un- 


0,5 




gelSst 

9 

i « 2,5 

0,2 

1,0 

dgL 

10 

0,5 

1 „ 2,5 

0,5 

1,0 

jj 

11 

0,5 


1,0 

1,0 

j) 

12 

0,5 

— 

1,5 

1,0 

ft 

13 

0,5 

ad 3,0 


1,0 

6' total 


Wir sehen also eine ungemeine Empfindlichkeit der 
Komplemeotwirkung gegeniiber dem erhohten Kochsalzgehalt, 
wahrend die Seifenwirkung eine nur geringe Verlangsamung 
erfahrt. Wir haben den EinfluB grdBerer Kochsalzmengen 
auch bei der Hamolyse durcb Saponin studiert. Es ist nicht 
uninteressant, daB das Saponin sich sowohl vora Komplement 
wie von der Seife in dieser Hinsicht unterscheidet. Es wird 
namlich durch erhohten Kochsalzgehalt in seiner Wirkung 
befSrdert, so daB es doppelt bis 5-fach so stark wirkt als in 
physiologischer Salzlosung. 

Ein weiterer recht auffailiger Unterschied, auf den schon 
H. Sachs und Altmann 1 ) und v. Knaffl-Lenz 2 ) hin- 
gewiesen haben, betrifft die Inaktivierbarkeit des Komplementes 
und die der Seife-Serummischungen. Wahrend das Kom¬ 
plement, selbst in einer sehr wirksamen Dosis, die maBig 
sensibilisierte Blutzellen rasch ldst — bei Erwarmung auf 
56° in kurzer Zeit inaktiviert wird — braucht eine kraftig 
losende Seifen-Serummischung eine langdauernde Erwarmung 
bis zur vOlligen Inaktivierung. 

Beim Komplement genfigt eine 2—3 Minuten lange Er¬ 
warmung im Wasserbad bei 56° zur Inaktivierung einer Menge 
von 1,0 ccm (in einem gewdhnlichen Reagenzglas), wahrend 
wir bei einer Seife-Serummischung z. B. folgende Kesultate 
erhielten: 


1) L c. 

2) 1. c. 

11 * 
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No. 

Seife 

1:1000 

Menschen- 

8erum 

NaCl 

Inaktiviening 
bei 56° x' 

Zusatz von 1,0 
2,5-proz. Hammel- 
blutkorperchen 

Total 

gelost 

nach 

1 

0,8 

0,1 

0,1 

nicht inaktiviert 

1,0 

5' total 

2 

0,8 

0,1 

0,1 

2' 

1,0 

16' „ 

3 

0,8 

0,1 

0,1 

4' 

1,0 

27' „ 

4 

0.8 

0,1 

0,1 

6' 

1,0 

28' „ 

5 

0,8 

0,1 

0,1 

10' ” 

1,0 

31' „ 

6 

0,8 

0,1 

0,1 

20' 

1,0 

40' „ 

7 

0,8 

0,1 

0,1 

30' „ i 

1,0 i 

46' „ 


Wie viel milder die Inaktivierung auf Seife-Serummischun- 
gen einwirkt als auf das Komplement, erhellt auch aus dem 
folgendeu Versuch: 

Fallende Mengen einer Seifenlosung 1 : 1000 werden mit 0.1 ecru 
konzentriertem Men sc hen Bern m 15 Minutcn bei 37 0 belassen und dann eine 
halbe Stunde bei 56 ° inaktiviert. Die Gegcniiberstellung mit sonst ganz 
gleich behandelten, aber nicht inaktivierten Proben ergab das folgende Bild: 

Losung von je 1,0 2,5-proz. Hammelblutes (gewaschen) in 2,0 Ge- 
aamtfliissigkeit bei 37° 


Beife 

1:1000 

NaCl 
0,85 Proz. 

Menschen- 

serum 

a) nach halbstiin- 
diger Inaktivie¬ 
rung bei 56° 
nach | 

b) nicht inaktiviert 
nach 

0,8 

0,1 

i 

|o,ll 

Losung 

1 

I 9' total 

5' total 

0,6 

0,3 

0,1 

von je 

47' „ 

12' „ 

0.4 

0,5 

0,1 

1,0 com 

2 h mittel,n.24 h total! 

2 h fast total, n. 24 b total 

0,2 

0,7 

0,1 

2,5 Ham* 

24 h ungelost 

24 h ungelost 

0,1 

0,8 

0,1 

melblut- 

24 h „ 1 

24- „ 

0,2 

0,8 


korperch. 

| 3' total i 

2' total 


Wie man sieht, ist der Grad der Inaktivierbarkeit der 
Seife-Serummischungen nicht entfernt ein so hoher wie der des 
Komplementes. 

Ein letztes Moment, das die Schwierigkeiten der Seifen- 
hypothese zeigt, besteht in den quantitativen Verh&ltnissen. 
Bekanntlich wird die Seife in ihrer Wirksamkeit in hohem 
Grade durch EiweiBstoffe, z. B. die SerumeiweiBe, gebemmt. 
Wie ist es moglich, daB eine Seifenlosung von der Kon- 
zentration 1 : 1000 (in diesera Verhaltnis etwa ist die Seife 
nach Hoppe-Seyler im Serum vorhanden) trotz der groBen 
Menge der neben ihr vorhandenen EiweiBkdrper zur Wirksam- 
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keit gelangt? Weder v. Liebermann noch Noguchi baben 
bisher irgendeine Tatsache gefunden, die zur Beantwortung 
dieser Frage dienen kbnnte 1 ). Die Autoren umgehen eigent- 
lich das Hauptproblem, iudein sie bei ihren Versuchen 10—15- 
mal so groBe Seifendosen verwenden, als im Serum vorhanden 
sind. Zudem benutzen sie nur die st&rkste der drei im Kdrper 
vorhandenen Fettsauren, die OelsSure. Die Seifen des Serums 
sind aber keineswegs nur Salze der Oelsaure, sondern auch 
der weniger wirksamen Palmitin- und Stearinsaure. 

Zusammenfassung. 

Die Hypothese, daB der Stoff im Serum, auf den die 
Komplementwirkung zuriickzufuhren ist, die Seife sei, ist in 
ihrer bisherigen Form nicht geniigend begriindet. Die fol- 
genden Argumente 2 ) lassen sich dagegen erheben: 

1) Es fehlt der Beweis, daB Seifenlbsungen Oder 
Seifen-EiweiBmischungen ambozeptorbeladene Blutzellen rascher 
auflosen als nicht beladene. Die von v. Liebermann und 
von v. Fenyvessy gefundene leichtere LSsbarkeit oft ge- 
waschener sensibilisierter Blutzellen ist (ganz oder teilweise) 
eine Folge des Waschens — der mechanischen Schadigung, 
die die sensibilisierten Blutzellen durch diese Prozedur 
erfahren — nicht aber die Folge der Sensibilisierung. 

2) Die SeifeneiweiBmischungen sind nicht in der Weise 
spaltbar, wie es das Komplement ist. 

3) Sie binden sich auch an nicht sensibilisierte Blutzellen, 
wahrend das Komplement dies niemals tut. 

4) Die Seifenwirkung ist in viel geringerem Grade 
von der Konzentration abhangig als die des Komplementes. 

5) Bei st&rkerem Blutzusatz lost das Komplement mehr 
Blut, die Seife weniger. 


1) v. Liebermann glaubt, daS die Sensibilisierung einen derartigen 
Effekt habe. Aber durch Zusatz von Ambozeptorserum wird ja wieder der 
EiweiBgehalt der Fliissigkeiten erhoht, und trotzdem lost das Komplement 
(aber nicht die Seife) die sensibilisierten Blutzellen so rasch auf. 

2) Beziiglich der Namen der Autoren, die die einzelnen Tatsachen 
ermittelten, sei auf die Arbeit selbst verwiesen. 


Digitized by 


Go^ 'gle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



164 


Liefmann, M. Cohn und Orloff, 


6) Seifen-EiweiBmischungen zeigen nicht dasPh&nomeu 
der Regeneration, das dem Komplement eigen ist (Grame- 
ni tzki). 

7) Fettextraktionsmittel verringern die komplettierende 
Kraft des getrockneten Serums nicht (Friedemann und 
Herzfeld). 

8) Die Komplementwirkung wird durch erhbhten 
Kochsalzgehalt aufgehoben, die Seifenwirkung wird nur 
wenig verzbgert. 

9) Das Komplement ist der Erw&rmung auf 56° gecen- 
flber viel empfindlicher als die Seifen-EiweiBmischungen. 

10) Es fehlt jede Lbsung des Problems, wie die Seife 
trotz der im Komplement- und Ambozeptorserum vorhandenen 
EiweiBstoffe zur Wirksamkeit gelangen kbnnte. 

Ffigen wir dem noch eine Anzahl friiher von ver- 
schiedenen Autoren gemachter Einw&nde hinzu: 

11) Seife wirkt in bestimmten Mengen antikom- 
plement&r [Hans Sachs und Altmann 1 )]. 

12) Die Verbindung von Antigen und Antikbrper fflhrt 
nicht zur Seifenbildung [v. Koranyi 2 )]. 

13) Inaktiviertes Komplement kann durch Seife nicht 
wieder reaktiviert werden [v. Dun gem und Coca 3 )]. 

14) Bei der KomplementhSmolyse bleiben die Schatten 
der Blutkorperchen erhalten, bei der Seifenh&molyse werden 
sie gelost [Neufeld 4 )]. 


Nachtrag bei der Korrektur. 

In jungster Zeit sind zwei Arbeiten erschienen, die im 
Zusammenhang mit dem hier besprochenen Problem stehen. 
Meyerstein (Deutsches Archiv f. klin. Med., Bd. 106, 1911) 


1) 1. c. 

2) v. Koranyi, Biochem. Zeitschr., Bd. 11, 1908. 

3) 1. c. 

4) Neufeld, Arb. aus d. kais. Ges.-Amt, Bd. 28, 1908, Heft 3. 
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sah bei intravendser Einspritzung von ca. 10 ccm 1-proz. Natr. 
oleinic.-Ldsung eine bedeutende Zerstdrung von roten Blut- 
kdrperchen. Er berecbnet, dafi der Gehalt des Serums an 
Seife nach der Einspritzung nicht mehr als 0,2 Proz. betragen 
baben dflrfte, gegenflber dem normalen also nur wenig erhdht 
gewesen sei. Dem gegenflber ist aber zu betonen, dafi niemals 
weder bei physiologischen nocb bei pathologiscben Zust&nden 
ein solcher pldtzlicher Einbrucb grofier und reiner Seifen- 
mengen in die Blutbahn erfolgt, und dafi es von vornberein 
wahrscheinlich ist, dafi bei intravendser Injektion 1-proz. Seife 
die zun&chst getroffenen Blutzellen aufgeldst werden. Die 
Schlufifolgerungen Meyersteins bezflglich der pathologischen 
Bedeutung der Seifenanwesenheit im Blute balten wir daher 
fflr nicht berechtigt. 

Sodann hat Surdnyi (Berliner klin. Wochenschr., 1912, 
No. 9) sich gegen die oben erw&hnten Versuche Fried e- 
manns und Herzfelds gewandt, mit der Angabe, dafi die 
benutzte Methode nicht geeignet war, das Komplementserum 
lipoidfrei zu machen. Wenn man dies zugibt, mufi man doch 
berflcksichtigen, dafi bei Seifeserummiscbungen vor allem den 
locker Oder garnicbt gebundenen Seifemengen die h&molytische 
Wirkung zuzuschreiben ist. Gerade diese sind aber leicht 
extrabierbar. Immer wieder stdfit man also auf das Problem: 
ist es moglich, dafi die Seife in der Quantity, die im Serum 
vorhanden ist, trotz der starken Hemmung durch das Serum- 
eiweifi, zu hSmolytischer Wirkung gelangt? Die Ldsung dieser 
Frage bleiben uns v. Liebermann und seine Schiller bislang 
schuldig. Freilich ist unserer Ansicht nach die Aufkl&rung des 
Komplementproblems in einer anderen Richtung zu suchen. 
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Nachdrurk verbotcn. 

[Aus dem chemischen und gerichtschemischen Laboratorium der 
Government School of Medicine, Kairo, Aegypten.] 

Ueber eln Pr&zlpltin, welches es ermOgllcht, 
anch gekochtes (unlQsllehes) ElwelB za differenzieren. 

Von Prof. Dr. W. A. Schmidt. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 31. Januar 1912.) 

In einem frttheren Aufsatze 1 ) wurde von mir die Frage 
behandelt, welche Hitzegrade die EiweiBstoffe 1) in w&sseriger 
L6sung, 2) in trockenem Zustande vertragen, ohne die Eigen- 
schaft einzubiiBen, durch die gewohnlichen PrSzipitinsera 
(Nativ-Prazipitin) gefallt zu werden. Namentlich die fflr die 
Praxis so wichtige Frage der zulftssigen Grenze der Erhitznng 
in wasseriger Ldsung wurde von mir eingehend untersucht. 
Die Versuche ergaben, daB die prazipitable Substanz keines- 
wegs so leicht durch Hitze fl zerstort u wird. wie bisher ange- 
noramen worden war. Ein 30— 60 Minuten langes Erhitzen 
bei 70° beeinfluBt das SerumeiweiB nur wenig; die Reaktions- 
fahigkeit nimmt nur um etwa 10—30 Proz. ab. (Je grSBer 
die Verdtinnung der EiweiBlosung, desto grSBer ist der Ein- 
fluB der Hitze.) Erst bei hOheren Temperaturen leidet die 
Reaktionsfahigkeit betrachtlicher. Doch ist es mbglich, noch 
mit 1 Stunde lang bei 90° erhitztem Serum eine gentigend 
deutliche Reaktion zu erzielen, so daB die Differenzierung 
einer derartig erhitzten Serumlosung (mit dem gewdhnlichen 
Prazipitin) noch angangig ist. Es konnte somit gezeigt 
werden, daB die prazipitable Substanz, entgegen den frilheren 
Angaben, eine geradezu hervorragende Hitzebestandigkeit 
besitzt 2 ). 

1) W. A. Schmidt, Studien iiber Prazipitinreaktion und erhitzte 
Eiweifistoffe. Biochem. Zeitschr., Bd. 14, 1908, p. 294—348. 

2) Diese Resultate sind inzwischen von F. For net und M. Muller 
in ihrer namentlich fiir die Praxis sehr wichtigen Arbeit Pr&ktische und 
theoretische Prazipitinuntersuchungen (Zeitschr. f. Hyg., Bd. 66, 1910, 
p. 215) voll bestatigt werden. Mit ihrer sehr empfindlichen „Schichtprobe“ 
gelang es ihnen auch noch, mit in 1:100 Verdunnung iiber freiem Feuer 
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Aber auch bei solchein EiweiB, welches durch das Er- 
hitzen dem gewohnlichen Prazipitin gegen fiber reaktionslos 
geworden ist, ist die antigene Eigenschaft noch keineswegs 
erloschen, wie man friiher anzunehmen schien, sondern sie 
ist, wie sich dies zuerst durch die Untersuchungen von 
Obermayer und Pick 1 ) herausstellte, nur verfindert. 
Wie meine in dieser Abhandlung wiedergegebenen Versuche 
zeigen werden, wird die prazipitogene Eigenschaft selbst durch 
dreistfindiges Kochen noch nicht zerstort, und es darf fiiglich 
wohl behauptet werden, daB eine Zerstorung allein durch Er- 
hitzen [in wasseriger Losung 2 )] fiberhaupt kaum mbglich ist. 
Im AnschluB an die Versuche von Obermayer und Pick 
wurden dann von mir 3 ) eingehende Untersuchungen fiber die 
prfizipitogene Eigenschaft von erhitztem Serum und auch von 
erhitztem MuskelpreBsaft angestellt, namentlich um festzu- 
stellen, inwieweit sich diese Eigenschaften ffir die Differen- 
zierung von erhitzten EiweiBstoffen verwerten 
lassen. Die Versuche zeigten, daB es durch Vorbehandlung 
von Kaninchen mit i l i Stunde bei 70° erhitztem Serum ohne 
Schwierigkeit gelingt, ein Prfizipitin zu erzeugen, mit welchem 
selbst gekochtes Serum differenziert werden kann, so 
lange dieses noch genflgend Ibslich ist, oder durch 
die Art der Erhitzung 4 ) in Losung geblieben ist, Im Gegensatz 
zum gewohnlichen „Nativ‘*-Prfizipitin, welches mit dem hoher 
(d. h. bei 80—90°) erhitzten Serum nur noch schwach und 
namentlich nur sehr langsam rcagiert und bei gekocbtem 
Serum gewfihnlich vollstfindig versagt, ist dieses „Hitze“- 

aufgekochtem Serum eine positive Reaktion zu erhalten. (Ob aber das 
Serum (selbst in dieser Verdunnung) bei dem kurzen Aufkochen iiber der 
Bunsenfiamme eine viel intensivere Veranderung erleidet, als bei meinem 
Versuch, dem einstiindigen Erhitzen in 1:10 Verdunnung bei 90°, ist 
wohl fraglich.) 

1) Obermayer und Pick, Wien. klin. Wochenschr., 1903, p. 659. 

2) Ueber den Einflul} der Hitze auf trockenes Eiweifi siehe meine 
Abhandlung 1. c. p. 296ff. 

3) 1. c. p. 317 ff. 

4) Um das Gerinnen des EiweiBes bei der Darstellung dieser Ver- 
suchsloeungen zu verhiiten, wurde das Serum meistens in 1:10 Verdunnung 
mit phyaiologischer NaCl-Losung erhitzt, gewohnlich noch unter Zusatz 
von wenigen Tropfen Sodaldsung. Vgl. meine Abhandlung, 1. c., p. 303. 
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Prazipitin (ich nannte es damals 70°-Prfizipitin) f&hig, auBer 
rait nativem und mliBig erhitztem, auch mit 1 Stunde oder 
langer im kochenden Wasserbade erhitztem Serum krfiftige, 
praktisch verwertbare Reaktionen auszulfisen. Vor- 
zugsweise reagiert das Hitzeprazipitin mit Serum, welches, 
wie die Injektionssubstanz, bei etwa 70° erhitzt worden ist. 
Fast gleichzeitig mit meinen Untersuchungen erschienen von 
For net und M filler 1 ) kurze Angaben fiber Immunisierungs- 
versuche rait erhitztem MuskeleiweiB, deren Einzelheiten 2 ) 
auch inzwischen veroffentlicht worden sind. Auch die Unter¬ 
suchungen dieser Autoren, die sich eingehend mit den Be- 

1) F. For net und M. Muller, Zur Herstellung und Verwendung 
priizipitierender Sera, insbesondere fiir den Nachweis von Pferdefleisch, 
Zeitschr. f. biologische Technik u. Methodik, Bd. 1, 1908, p. 201—206. 

2) Zeitschr. f. Hyg., Bd. 66, 1910, p. 215. — Auch von mir wurden, 
bereits vor meinen Versuchen mit erhitztem Serumeiweifi, Immuni- 
sierungsvcrsuche mit erhitztem MuskeleiweiB vorgenommen (siehe die Be- 
merkungen darfiber in meiner Abhandlung, 1. c. p. 295 und 318). Durch 
Berkefeldkerzen filtrierter PferdemuskelpreBsaft wurde 15—20 Minuten 
lang bei 70° erhitzt und die entstandene breiige (koagulierte) Masse, die 
nach dem Zerreiben im Morser eine nicht zu enge Kaniile leicht passiert, 
intraperitoneal eingespritzt Ich erhielt auf diese Weise leicht ein hoch- 
wertiges Prazipitin, welches z. B. noch mit dem wenig eiweiflhaltigen, klaren 
Filtrate von 1 Stunde lang bei 90—100° erhitztem Prefisaft vorziiglich 
reagierte, wahrend ein Nativ-PreBsaft-Prazipitin hier nur eine auBerst 
schwache Trfibung ergab. Die Einzelheiten dieser Versuche wurden von 
mir deshalb noch nicht veroffentlicht, weil ich hoffte, inzwischen ebenfalls 
fur MuskeleiweiB ein Prazipitin zu erhalten, mit welchem es gelingt, auch 
vollig unlosliches MuskeleiweiB (z. B. Suppenfleisch) zu differenzieren, 
was mir jedoch bis jetzt trotz zahlreicher Versuche noch nicht in befrie- 
digender Weise gelungen ist. 

Von grofiem Interesse ist die Beobachtung von Fornet und 
Miiller, daJB die von ihnen hergestellten Hitze-MuskeleiweiB-Priizipitin- 
sera weniger streng artspezifisch waren, als die Nativ-Prazipitinsera, indera 
erstere starker mit (konzentrierteren) Losungen von artfremdem EiweiB 
reagierten, als dies bei letzteren der Fall ist. Mir ist diese Eigenschaft bei 
meinen Seren bisher nicht aufgefallen. Dagegen fand ich, dafi gerade beim 
MuskeleiweiB leicht spontane Triibungen auftreten und sich dann auch 
ein Bodensatz absondert. Es hiingt dies mit der mehr oder minder sauren 
Reaktion (Fleischmilchsaure) fast aller Fleischausziige zuammen. Falls die 
fcfaure nicht vorher neutralisiert wird, konnen Triibungen schon nach Zu- 
satz eines beliebigen Serums eintreten. (Vgl. meine Angaben hieriiber in 
meiner Abhandlung: Untersuehung fiber die Erzeugung hochwertiger 
MuskeleiweiB-Antisera, Biochem. Zeitschr., Bd. 5, 1907, p. 434.) 
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dfirfnissen der Praxis beschfiftigen, beweisen in eklatanter 
Weise die Ueberlegenheit des Hitze-Prfizipitins gegenfiber dem 
Nativ-Prfizipitin, sobald es sich um die Differenzierung von er- 
hitztem EiweiB handelt. 

Indessen bieten sich in der Praxis viele FSlle, bei denen 
auch mit dem Hitze-Prfizipitin nichts ausgerichtet werden 
kann, nfimlich solche, wo das EiweiB infolge des Erhitzens 
v61 lig unldslich geworden ist. Hierdurch wird der An- 
wendung der Prfizipitinmethode in der Praxis ja nur zu oft 
eine Grenze gesetzt. Ich stellte aus diesem Grunde Versuche 
darfiber an, ob es mdglich ist, das koagulierte EiweiB d u r c h 
chemische Eingriffe in Lbsung zu bringen und es dann 
in der entstandenen Verbindung zu differenzieren. Warme 
verdQnnte Natronlauge schien mir hierftir das geeignetste 
Lbsungsmittel zu sein; Sodalbsung erwies sich als unbrauch- 
bar; diese schwachen Alkalien haben ein viel zu geringes 
LdsungsvermOgen. Infolge der Einwirkung von Natronlauge 
wird das EiweiB aber derartig verandert, daB die erhaltene 
Ldsung weder mit Nativ- noch mit Hitze-Prazipitin 
reagiert. (Besondere Versuche, die ich fiber die Geschwindig- 
keit dieser Inaktivierung durch Alkalien anstellte 1 ), zeigten, 
daB schon bei gewbhnlicher Temperatur geringe Mengen von 
NaOH ausreichen, um das EiweiB in kurzer Zeit reaktions- 
unffihig zu machen; bei hbherer Temperatur geht die Inakti¬ 
vierung sehr schnell von statten.) Weitere Versuche sollten 
nun zeigen, ob es mbglich ist, durch Vorbehandlung von Ka- 
ninchen mit Serum, welches zunfichst erhitzt, dann 
mit NaOH bis zur Reaktionsl osigkeit verandert 
wird, ein Prazipitin zu erzeugen, welches mit der Injektions- 
substanz und namentlich — was von praktischer Wichtigkeit 
ist — mit unlfislichem aber mit NaOH aufge- 
schlossenem Serum zu reagieren vermag. Ein Erfolg 
war hier zunfichst zweifelhaft. Denn auf Grund der bekannten 
Tatsache, daB das EiweiB durch die Behandlung mit NaOH 
eine molekulare Veranderung erleidet, war eine damit Hand 
in Hand gehende vbllige Vernichtung der biologischen 

1) W. A. Schmidt, Ueber die Geechwindigkeit der Inaktivierung 
der prazipitablen Substanz durch Alkalien. Biochem. Zeitechr., Bd. 24, 
1910, p. 45-52. 
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Eigenschaft, anstatt nur eine Aenderung derselben zu be- 
fiirchten. In der Tat traten hier ziemliche Schwierigkeiten 
auf. Erst nach mehreren MiBerfolgen konnte ein Prazipitin 
mit den gewiinschten Eigenschaften erhalten werden. Bei 
meinen ersten Immunisierungsversuchen mit durch Hitze und 
Alkali denaturiertem Serum erhielt ich trotz zahlreicher In- 
jektionen uberhaupt kein Prazipitin Oder nur ein auBerst 
schwach wirksames. Der Grund war zweifellos der, daB die 
Injektionsmasse eine zu intensive Behandlung mit NaOH 
erfahreu hatte, so daB der antigene Charakter ganzlich zer- 
stort war. Bei anderen Versuchen erhielt ich wohl ein 
kraftiges Prazipitin, doch reagierte dieses, auch nach vielen 
Injektionen, nur mit erhitztem, nicht aber mit erhitztem 
und mit NaOH denaturiertem Serum. In letzterem Falle 
war das fur die Injektion benutzte Serum offenbar nicht 
gentigend mit NaOH behandelt worden. Erfolgreich waren 
die Resultate, wenn die Injektionsfliissigkeit wie im folgenden 
beschrieben, bereitet wurde. Es soli aber betont werden, daB 
auch hier das Prazipitin nach den ersten 3—5 Injektionen ge- 
wohnlich fast nur mit erhitztem Serum reagierte und erst 
nach weiteren Injektionen die Eigenschaft erlangte, ebenfalls 
durch Hitze -f Alkali denaturiertes Serum zu prazipitieren 1 ). 

Bereitung der Injektionsfliissigkeit ftir das „Hitze-Alkali“- 

Prazipitin. 

60 ccm Serum (die Versuche wurden mit Pferdeserum 
vorgenommen) werden mit dem gleichen Volum physiologischer 
NaCl-Losung verdiinnt und 1 / i Stunde im Wasserbade bei 70° 
erhitzt. Infolge der Verdiinnung tritt keine Ausscheidung von 
koaguliertem EiweiB ein. Jetzt werden 10 ccm normaler Natrou- 
lauge hinzugefflgt, worauf, bei gleicher Temperatur, 15 bis 
20 Minuten lang weiter erhitzt wird. Durch die Einwirkung der 
Natronlauge wird die etwas dickfliissige graue Masse wieder 
dUnnflussig und klarer. Eine Abspaltung von Aminoniak ist 

1) Diese Versuche sind bereits kurz erwahnt worden in meiner Ab- 
handlung: Prazipitin reaktion und erhitzte EiweiSstoffe, 1. c., p. 346. 
Siehe auch Biochem. Centralbl., Bd. 8, p. 894, ferner meinen Artikel The 
Specificity of the Serum-Precipitin Reaction of the Proteins, Cairo Scien¬ 
tific Journal, November 1911. 
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darch den Geruch wahrzunehmen, ein Zeichen der eingetretenen 
molekularen Verfinderung des EiweiBes. Nach Zusatz von 
7 — 8 ccm normaler Salzsaure (wodurch ein'geringer Nieder- 
schlag von EiweiBgerinnsel entsteht) wird die Masse abgekQhlt 
und — mit dem entstandenen Niederschlag — sofort einge- 
spritzt. Jedes Kaninchen erhfilt ca. 20 ccm intraperitoneal. 

Die Beseitignng der Hauptmenge des Alkalis durch Neu¬ 
tralisation mit HC1 schien mir anfangs ratsam. Nach spSteren 
Versuchen zn urteilen, birgt die Injektion einer solch schwach 
alkalischen FlQssigkeit aber keine Gefahr fiir die Kaninchen 
in sich, so daB der Zusatz von HC1 ebenso gut unterbleiben 
kann. Dies bedingt auch den Vorteil, daB der Niederschlag 
vermieden wird und die FlQssigkeit infolgedessen ohne Fil¬ 
tration auch fQr intravendse Injektion geeignet ist. 

Die Injektionsmasse wurde von den Tieren gut vertragen 
und ergab nach 5—10 Injektionen brauchbare Sera. Voraus- 
gesetzt, daB die obigen Angaben befolgt werden, ist die Dar- 
stellung eines solchen Hitze-Alkali-PrQzipitins, wie ich es be- 
zeichnen mQchte, keineswegs schwierig Oder mehr als dies 
sonst bei PrQzipitinseren der Fall ist, von Zufalligkeiten ab- 
hQngig, was fQr die Verwendung dieses Prazipitins in der 
Praxis entschieden von Vorteil ist. 

Um die Leistungsf&higkeit des Hitze-Alkali-Prazipitins zu 
beweisen, will ich gleich folgenden Versuch anfOhren, bei dem 
das Pr&zipitin auf eine Probe gestellt wird, wie sie sch&rfer 
wohl kaum verlangt werden kann. Wie ich erwQhnte, war es 
mein Bestreben, ein Mittel zu schaffen, um auch solche EiweiB- 
stoffe zu diiferenzieren, welche infolge von Hitze in den bis- 
her einzig zul&ssigen indifferenten Lfisungsmitteln (NaCl- 
oder NaCl-Na,C0 8 -L6sung) ganz unloslich geworden sind. Das 
expert mention crucis ist folgendes: 

Pferdeserum, mit etwas Wasser verdQnnt, wird in kochen- 
dem Wasser 3 Stunden lang erhitzt. Das Koagulum wird, um 
jegliche Spur von loslichem EiweiB zu entfernen, sehr gruml- 
lich mit NaCl-Losung ausgewaschen, dann getrocknet und 
pulverisiert. Durch entsprechende Versuche Qberzeugt man 
sich, daB dieses Pulver in NaCl-Losung ganz unloslich ist. 
(NaCl-Ldsung, welche langere Zeit mit dem Serumpulver ge- 
schQttelt worden ist, darf nicht mit dem Hitze-Prazipitin 
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reagieren.) Eine Messerspitze voll von diesem Serum wird 
nun im Reagenzglase mit ca. 10 ccm einer NaCl-haltigen, Vio 
normalen Natronlauge tlbergossen und unter zeitweiligem 
Schfltteln 10—20 Minuten lang im Wasserbade bei 60—70° 
erw&rmt. Das Serum quillt auf und geht langsam in L6sung. 
Wegen der gleich noch n&her zu erorternden Gefahr der 
Vernichtung der ReaktionsfBhigkeit des EiweiBes durch zu 
langes Erw&rmen mit NaOH, ist es ratsam, nicht abzuwarten, 
bis sich alles Serum gelbst hat, sondern man gieBt die Masse, 
sobald man sieht, daB geniigend in Losung gegangen ist, in 
etwas kalte NaCl-L6sung filtriert und neutralisiert mit ver- 
diinnter, am besten etwa V 20 normaler Salzsaure, bis die mit 
Phenolphthalein versetzte Losung nur noch schwach rot ge- 
fSrbt ist 1 ). Fflr den Pr&zipitinversuch wird die Losung 
eventuell noch weiter verdiinnt. Mit dieser EiweiBlosung, von 
der man auf Grund des Herstellungsverfahrens sicher ist, daB 
sic nur durch NaOHaufgeschlossenes EiweiB ent- 
halt, reagiert das Hitze-Alkali-Prazipitin vorzQg- 
lich; es erfolgt auch in ziemlich verdtinnter Losung sofortige 
Trtibung und schon nach wenigen Minuten Flockenbildung. — 
Besondere Versuche ergaben, daB die Reaktionen des Hitze- 
Alkali-Prtizipitins in gleicher Weise artspezifisch sind, wie die 
des Nativ-PrSzipitins. Es scheint somit, daB, solange ein mit 
Chemikalien miBhandeltes EiweiB tiberhaupt noch antigenen 
Charakter besitzt, auch die ArtspezifitSt erhalten bleibt. 

Der eben erw&hnte Versuch beweist die Anwendungs- 
moglichkeit dieses Prtizipitins fOr den genannten Zweck. In 
der Tat ist dieses Prazipitin das einzige sich ere Mittel, 
welches uns zurzeit fiir die Differenzierung von gekochtem, 
unltislichem EiweiB zur VerfQgung steht. Das anaphy- 

1) Bei alien diesen Versuchcn mu6 das Alkali vor dem Zusatz des 
Prazipitins stets sorgfaltig bis zur schwach alkalischen Beaktion neutra¬ 
lisiert werden, wegen der bekannten Tatsache, dafi das Beaktionsprodukt 
in Alkalien loslich ist. Siehc auch meine Abhandlung in Biochem. Zeit- 
schrift, Bd. 24, 1910, p. 52. Sollte man durch Unvorsichtigkeit zu viel 
Salzsaure hinzugefiigt haben, so versetzte man die (durch den UeberschuQ 
von HC1 leicht getriibte) Losung sofort wieder mit ein bis zwei Tropfen 
einer verdiinnten Natronlauge, worauf die etwa entstandene Triibung ver- 
schwindet. Die Reaktionsfiihigkeit des EiweiBes leidet durchaus nicht 
durch diese Mifihandlung. 


Go^ 'gle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Em Prazipitin, welches auch gekochtes (unlfisl.) EiweiB differenziert. 173 

laktische Phfinomen, welches bekanntlich von verschiedenen 
Autoren hierftir in Vorschlag gebracht wurde, ist, ganz ab- 
gesehen von der Umstfindlichkeit und Kostspieligkeit dieses 
Verfahrens, viel zu unsicher. Uhlenhuth und Haendel 1 2 ), 
welche eingehende Studien iiber die praktische Verwendbarkeit 
der Anaphylaxie gemacht haben, betonen, v dap die Anaphy- 
laxiereaktion xum Nachweis von gekochtem Eiweip nur mil 
groper Vorsicht in der Praxis zu verwerten ist*. 

In folgender Tabelle gebe ich einen Ueberblick fiber die 
allgeraeinen Reaktionen des Hitze- Alkali - Pr&zipitins, ver- 
glichen rait denen des Nativ-Pr&zipitins und des vorhin er- 
wahnten Hitze-Pr&zipitins. Die Resultate dieser Tabelle 
zeigen in interessanter Form, in welchem Grade die Eigen- 
schaften des Pr&zipitins durch chemische und physikalische 
Aenderungen der Injektionssubstanz beeinfluBt werden kdnnen. 

Tabelle I. 


Reaktionsf ahigkeit des Hitze-Alkali-Prazipitins verglichen 
mit der des Nativ- und des Hitze-Prazipitins. 


i 

Losung yon j 

+ Nativ- 
Prazipitiu 

+ Hitze- ; 
Prazipitin j 

-F Hitze-Alkali- 
Prazipitin 

nativem Serum 

starke Reaktion 

gute Reaktion j 

0(nurauSerstge- 
ringe Trubung) 

70 “-Serum (30 Min. er- 
hitzt) 

gute Reaktion 

starke Reaktion 

starke Reaktion 

100°-Serum (30 Min. 
erhitzt) a ) 

0 

gute Reaktion 

d g i. 

! 

70 °-Serum, inaktiYiert 
durch NaOH. (In- 
jektionsflussigkeit fur 
Hitze-Alkali-Prazip.) 

0 

o 

t 

d gl- 

gekochtem, unloslichem 
Serum, mit NaOH 
aufgeschlossen 

0 

0 

gute Reaktion 

nativem Serum, in der 
Kdlte mit NaOH be- 
handelt 

0 

0 

1 

starke Reaktion 


1) Uhlenhuth and Haendel, Untersuchungen fiber die praktische 
Verwertbarkeit der Anaphylaxie zur Erkennung und Unterscheidung ver- 
schiedener Eiweifiarten. Zeitschr. f. Immunitatsf. u. exper. Therapie, Bd. 4, 
p. 771. Siehe hier auch die einschlagige Literatur. 

2) Ueber die Bereitung dieser Versuchslosung siehe Anmerkung 4 auf 
p. 167 dieser Abh. 
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Diese Reaktionen seien hier noch kurz besprochen. 

Zun&chst ist die ftir die praktische Anwendung des Hitze- 
Alkali-Pr&zipitins wichtige Tatsache hervorzuheben, daB es 
nicht allein mit der Injektionssubstanz, dem durch Hitze und 
Alkali denaturierten Serum reagiert, sondern ebenfalls — 
ja noch besser — mit Serum, welches nur erhitzt worden 
ist. Dagegen ist dieses Prazipitin nicht imstande, natives 
Serum zu fallen, was das Hitze-Prazipitin vermag. Infolge 
der Alkalidenaturierung des erhitzten Serums hat das damit 
erzeugte Prazipitin also eine Eigenschaft gewonnen: die 
Wirksamkeit auf durch Hitze durch Alkali denaturiertes 
Serum, und eine Eigenschaft eingebtifit: die FSLllung von 
nativem Serum. Aber auch in der beiden Pr&zipitinen ge- 
meinsamen Eigenschaft, erhitztes Serum zu pr&zipitieren, be- 
steht ein interessanter Unterschied: w ah rend das Hitze-PrS- 
zipitin, wie bereits erw&hnt, vornehmlich das bei 70—75° 
erhitzte und merklich weniger 100°-Serum prSzipitiert, 
also am besten mit EiweiB reagiert, welches eine gleiche Er- 
hitzung erfahren hat, wie die Injektionssubstanz, hat das Hitze- 
Alkali-Prazipitin die Fahigkeit, 70°- und 100°-Serum etwa 
gleich stark zu fallen. Bemerkenswert sind noch folgende 
Punkte. Hinsichtlich der an anderer Stelle 1 ) ausfiihrlich von 
mir erorterten Tatsache, daB V, Stunde bei 70° erhitztes 
Serum durch Nativ-Prazipitin noch ausgezeichnet gefallt wird, 
woraus man schlieBen sollte, daB zwischen 70°-Serum und 
nativem Serum nur ein gerin gfiigiger Unterschied be- 
stehe, ist es schwer zu verstehen, daB das Hitze-Alkali-PrS- 
zipitin mit 70°-Serum sehr stark, dagegen mit nativem 
Serum praktisch gar nicht reagiert. Sobald aber 
natives Serum, auch bei gewohnlicher Terape- 
ratur, mit NaOH behandelt wird, reagiert es s o - 
fort mit dem Hitze-Alkali-PrSzipitin. Kurz zu- 
sammengefaBt: das Hitze-Alkali-Prazipitin reagiert sowohl mit 
Serum, welches durch Hitze und Alkali zusammen, 
als auch mit Serum, welches nur durch Hitze und nur 
durch Alkali denaturiert worden ist. 

Was die Haltbarkeit des Hitze-Alkali-PrSzipitins anbe- 
langt, so mochte ich bemerken, daB die in Tabelle I ange- 

1) W. A. Schmidt, Biochem. Zeitschr., Bd. 14, 1906, p. 308. 
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fiihrten Versuche jetzt mit von zwei verschiedenen Raninchen 
gewonnenen Seren nachgepriift wurden, welche bereits l 1 /* 
Jahre alt sind. Soweit sich jetzt beurteilen l&Bt, haben die 
Sera inzwischen nichts, Oder nur sehr wenig, von ihrer ur- 
sprunglichen Wirksamkeit eingebiiBt. Dagegen machte ich die 
merkwitrdige Beobachtung, daB das noch tibriggebliebene 
Serum einer anderen frtlheren Kaninchenserie, welches bei 
der Gewinnung und einige Monate spSter die Eigenschaften 
des Hitze-Alkali-Prfizipitins in ausgesprochenem MaBe besaB, 
nach einem Jahre nur noch erhitztes EiweiB pr&zipitierte, 
und zwar dieses anscheinend ebenso kr&ftig wie frtiher, aber 
die Eigenschaft, mit durchNaOH denaturiertem Serum 
zu reagieren, fast vollst&ndig verloren hatte. Diese Be¬ 
obachtung ist deswegen von Interesse, weil sie darauf schlieBen 
l&Bt, daB das Hitze-Alkali-Pr&zipitin aus zwei verschiedenen 
Prfizipitinen besteht. (Siehe p. 180 dieser Abh.) 

Die Tatsache, daB natives Serum erst durch Behandlung 
mit NaOH fOr das Hitze-Alkali-Pr&zipitin reaktionsf&hig wird, 
veranlafite einige weitere Versuche, um festzustellen, wie 
schnell dies erfolgt, namentlich um die Geschwindigkeit 
dieser Aktivierung des Serums gegenfiber Hitze-Alkali- 
Pr&zipitin vergleichen zu kbnnen mit der bei dieser BehandluDg 
gleichzeitig stattfindenden Inaktivierung gegen Nativ- 
Pr&zipitin, welche ich ausfiihrlich an anderer Stelle 1 ) be- 
schrieben habe. Die Versuche wurden in folgender Weise 
vorgenommen: 

10 ccm Serum (Pferdeserum) wurden bei Zimmertemperatur mit 
80 ccm NaCl-Losung und 10 ccm normaler NaOH vermischt. Es handelte 
sich somit im Gemisch um die Einwirkung von '/ l0 normaler NaOH auf 
1:10 verdiinntes Serum. Unmittelbar nach der Mischung und dann zu 
verschiedenen Zeitraumen wurden 10 ccm dieses Gemisches herausge- 
nommen, sofort mit NaCl-Losung verdiinnt, mit HC1 und Phenolphtbalein 
(bis zur schwach rotlichen Farbung) neutralisiert und dann auf 100 ccm 
aufgefiillt. Diese nunmehr 1:100-Serumlosungen wurden dann 1) mit dem 
Hitze-Alkali-Prazipitin, 2) mit Nativ-Priizipitin untersucht. Die jeweilige 
Reaktionsfiihigkeit der Serumlosungen ist in Prozenten derjenigen Nieder- 
schlagsmenge ausgedriickt, welche mit jedem Prazipitin bei der Optimum- 
reaktion erhalten wurde. 


1) W. A. Schmidt, Biochem. Zeitschr. Bd. 24, 1910, p. 47. 

Zeitiehr. f. hnmanltiitsforschung. Orig. Bd. XI11. 12 
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TabeUe II. 

Die Geschwindigkeit der bei der Behandlung von nativem Seram mit 
NaOH eintretenden Aktivierung gegeniiber Hitze-Alkali -Priizipitin 
und der gleichzeitigen Inaktivierung gegeniiber Nativ-Prazipitin. 

(Bei Zi m merte m peratur.) 


Reaktionsfahigkeit mit 


i : ±uu-i^osung vun 

Hitze-Alkali-Praz. 

Nativ-Prazipitin 

Serum ohne NaOH-Behandlung 
(Vergleichslosung) 

Serum, mit NaOH behandelt: 

. 

[100] 

direkt nach der Mischung 

10 

80 

nach 5 Min. Einwirkung 

1 GO 

60 

30 „ 

90 

15 

„ 1 Std. „ 

1(H) 

5 

0 

» *- M M 

100 

3 

4 

•» ’ M M 

100 

fast 0 

9 „ 

75 

0 

10 

40 

— 

„ 21 

:io 

_ 

-is 

15 

.— 

.. % „ | 

5 

— 


Obgleich die Zahlen nur ganz rohe Schatzungen der 
Niederschlagsmengen darstellen, so zeigen sie doch in deut- 
licher Form, daB ungefahr mit derselben Geschwindigkeit, 
wie die Reaktionsfahigkeit des mit NaOH behandelten Serums 
gegen Nativ-Prazipitin abnimmt, sie dem Hitze-Alkali- 
Prazipitin gegentiber zunimmt. Sobald die Reaktionsfahig¬ 
keit mit Nativ-Prazipitin vollstandig erloschen ist, reagiert 
das Hitze-Alkali-Prazipitin am kraftigsten. Diese Maximum- 
(resp. Minimum-)Reaktion tritt bereits nach etwa 30 Minuten 
langer Einwirkung des NaOH ein und bleibt dann mehrere 
Stunden hindurch konstant. Nach langerer Behandlung mit 
NaOH reagiert das Serum aber wieder weniger gut mit 
dem Hitze-Alkali-Prazipitin, was oifenbar darauf zurflckzufflhren 
ist, daB das EiweiB durch das NaOH weitere Veranderungen 
erleidet, allmahlich in Verbindungen Qbergefiihrt wird, welche 
auch mit dem Hitze-Alkali-Pr&zipitin nicht mehr reagieren und 
wohl tiberhaupt keine antigenen Eigenschaften mehr haben. 
Doch nimmt die Reaktionsfahigkeit nur ganz allmahlich ab; 
selbst nach 4-tagiger Einwirkungsdauer (Vio NaOH auf 1: 10 
verdiinntes Serum!) ist noch immer eine sehr deutliche Re- 
aktion (ca. 5 Proz.) wahrzunehmen. 
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Das in dieser Abhandlung beschriebene Immunisierungs- 
produkt habe ich anf Grund der Behandlungsart der Injektions- 
flfissigkeit als Hitze-Alkali-PrSzipitin bezeichnet. Diirfen wir 
es schon direkt Alkalialbuminat -Prfizipitin nennen? 
Diese Frage, ob wirkliches Alkalialbuminat, d. h. durch Be- 
handlung mit Alkali entstandenes nichtmehrkoagulables 
Eiweid noch prfizipitogenen Charakter hat, ist ffir die Eiweid- 
cheraie entschieden von Interesse, so dad es sich wohl ver- 
lohnt, etwas naher auf diesen Punkt einzugehen. Denn zu- 
trefifenden Falles wfirde dies ja bedeuten, dad das Eiweid 
selbst den Verlust verschiedener Gruppen (Abspaltung von 
Ammoniak und Schwefel durch die Natronlauge) vertrfigt, 
ohne seine antigene Eigenschaft einzubflden. 

Urn welche Zustandsanderung des Eiweides handelt es 
sich nun bei der in der beschriebenen Weise behandelten 
Injektionsmasse? Besteht diese ganz aus Alkalialbuminat, Oder 
enth&lt sie nebenbei noch Uebergangsstufen? Auf Grund der 
Tatsache, dad die von mir beobachtete Geschwindigkeit der 
Inaktivierungeiner mit NaOH behandelten Serumldsung 
gegenfiber Nativ-Prfizipitin ungeffihr fibereinstimmt mit der 
Geschwindigkeit, mit welcher nach chemischen Angaben*) 
die Alkalialbuminatlosung erfolgen soil, glaubte ich zunfichst 
annehmen zu mfissen, dad eine mit NaOH behandelte (native 
oder erhitzte) Serumldsung dann als vollstfindig in Alkali¬ 
albuminat umgewandelt betrachtet werden kdnne, sobald die 
Reaktionsffihigkeit des Eiweides mit Nativ- resp. Hitze-Prfizipitin 
vollig aufgehdrt hat. Bei der Bereitung der Injektionsflfissig- 
keit ffir das Hitze - Alkali - Prazipitin wurde nun das Serum 
tatsfichlich so lange — und nicht lfinger — mit NaOH be- 
handelt, bis es nicht mehr mit diesen Prfizipitinen 
reagierte. Aber meine weitere Beobachtung, dad eine 
derartig behandelte Serumldsung noch koagulables Eiweid 
enthfilt, beweist schon, dad die Reaktionslosigkeit gegenfiber 
Nativ- und Hitze-PrSzipitin noch nicht als Kriterium ffir die 
gfinzliche Umwandlung in Alkalialbuminat gelten darf. Es 
zeigt sich somit, dad bei vorsichtiger Behandlung von Serum 


1) W. A. Schmidt, Biochem. Zeitschr., Bd. 24, 1910, p. 47. 

2) Siehe Cohnheim, Chemie der EiweiBkorper, 1904, p. 139. 
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mit NaOH sich neben Alkalialbuminat eine Zwischen stufe 
bildet, welche zwar auch nicht mehr mit den genannten PrS- 
zipitinen reagiert, aber doch noch koagulabel ist. Und man 
konnte wegen der gleich zu erw&hnenden Resultate zunachst 
der Ansicht sein, daB die prazipitogene Eigenschaft der In- 
jektionsflflssigkeit eben nur dieser Uebergangsstufe, nicbt dem 
wirklichen Alkalialbuminat, zuzuschreiben sei. 

Denn daB andererseits solche Alkalidenaturierungsprodukte, 
die chemisch zweifellos als Alkalialbuminat anzusprechen sind, 
im allgemeinen keinenantigenenCharakter mehr haben, 
ergibt sich aus anderen Immunisierungsversuchen. Bereits vor 
mehreren Jahren stellte ich eingehende Versuche an mit einem 
MuskeleiweiB -Praparat, welchesfolgendermaBen dargestellt 
wurde: 

*/, Kilo zerhacktes fettfreies Fleisch wurde l /» Stunde lang gekocht, 
das Wasser durch Auspresscn entfernt und das gekochte Fleisch dann in 
500 ccm siedende 0,5-proz. (ca. '/ 10 normale) Natronlauge eingetragen. Nach 
5 Minuten langem Kochen wurde das von der Natronlauge Geloste abgegossen 
und noch heifl mit so viel Essigsaure versetzt, als noch ein Niederschlng 
entstand. Dieser wurde abfiltriert, erst mit Wasser, dann mit Alkohol aus- 
gewaschen und zuletzt, zur Trocknung, mit Aether verrieben. Es resultiert 
ein gelblich-braunes Pulver. 

Dieses Praparat muB auf Grund der Herstellungsweise 
doch wohl als Alkalialbuminat bezeichnet werden, jedenfalls 
hauptsachlich daraus bestehen. Trotz wiederholter Versuche 
gelang es mir nicht, ein brauchbares Prazipitin damit zu er- 
zeugen 1 ). Bei diesem Alkalialbuminat ist der antigene Charakter 

1) Siehe hieriiber meine Abh.: Untersuchungen iiber die Erzeugung 
hochwertiger MuskeleiweiB-Antisera fiir die FleiBchdifferenzierung, 1. c. 
p. 426 und meine Abh.: Studien iiber Prazipitinreaktion und erhitzte 
Eiweifistoffe, 1. c. p. 317. Von anderen Autoren, zuerst von A. Schiitze 
(Zeitschr. f. Hygiene, Bd. 38, p. 487) ist indessen behauptet worden. daB 
ein derartig hergestelltes MuskeleiwciBpraparat noch Prazipitin erzeuge. 
Piorkowski (Ber. d. Deutschen Pharmazeutischen Gesellsch., 12. Jahrg., 
Heft 1; Centralbl. f. Bakt., Abt. I, Bd. 31, p. 550) verfolgte dann prak- 
tische Zwecke und erhielt angeblich nach 14-tagiger Behandlung cines 
Kaninchens mit 15 g dieses aus Pferdefleisch hergestellten Priiparates ein 
Prazipitin, welches sogar natives PferdemuskeleiweiB (frischen Fleisch- 
auszug) priizipitierte und folglich fiir die Erkennung von nativem Pferde¬ 
fleisch Verwendung flnden sollte! Nach alien meinen Erfahrungen mit 
denaturiertem EiwciB beruhen namentlich die Angaben Piorkowskis 
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so gut wie vollst&ndig erloschen. Auch Pferdeserum, welches 
eine gleiche Behandlung erfahren hatte, ergab kein Prazipitin 
und reagierte bezeichuenderweise auch uicht mit dem Hitze- 
Alkali-PrSzipitin, selbst dann nicht, Oder nur auflerst schwach, 
wenn die Serumfltissigkeit nach dem 5 Minuten langen Kochen 
in der V 10 normalen Natronlauge sofort stark verdflnnt wurde, 
um die NaOH-Wirkung schnell aufzuheben. Aber auch das 
bei 70° mit NaOH behandelte Serum reagiert, wie bereits 
erwahnt, dann nicht mehr mit dem Hitze-Alkali-Prazipitin, 
wenn die Behandlung zu lange fortgesetzt wird. Und, wie 
die Tabelle II deutlich zeigt, nimmt ebenfalls die Reaktions- 
fahigkeit des bei Zimmertemperatur mit NaOH behandelten 
Serums nach langerer Einwirkungsdauer wieder ab. 

Nach diesen letzteren Versuchen zu urteilen, scheint es, 
wie gesagt, als wenn wirkliches Alkalialbuminat, d. h. nicht 
inehr koagulables EiweiB, keinen prazipitogenen Charakter 
mehr habe und daB somit das Hitze-Alkali-Prazipitin seine 
Entstehung, wie schon angedeutet, allein dem noch koagulablen 
Anteil der Injektionsmasse (dem Uebergangsprodukt) verdanke. 
Aber dem widersprechen folgende Tatsachen: Die Kraftprobe 
des Hitze-Alkali-Prazipitins besteht ja darin, daB es imstande 
ist, 3 Stunden lang gekochtes und daher vdllig unlbsliches, 
mit NaOH aufgeschlossenes Serum vorzttglich zu 
fallen. Und dieses durch NaOH in Losung gebrachte Serum 
enthalt sicherlich kein koagulables EiweiB mehr und muB 
zweifellos als Alkalialbuminat bezeichnet werden. Also 
reagiert das Prazipitin doch mit unter gewissen Kautelen her- 
gestelltem Alkalialbuminat. Ferner erinnere ich daran (siehe 
p. 170 dieser Abhandl.), daB das Hitze-Alkali-Prazipitin zu- 
nachst nur mit erhitztem und erst nach weiteren In- 
jektionen auch mit dem durch Alkali aufgeschlossenen 
Serum reagierte. Hieraus kann meines Erachtens nur der 
SchluB gezogen werden, daB auch der nicht mehr ko- 
agulable Anteil der Injektionsflfissigkeit (das wirkliche 
Alkalialbuminat) an der Prazipitinbildung teilgenommen hat. 

ganz bestimmt auf einen Irrtum. Selbst wenn es gelingen sollte, mit dem 
Priiparat ein einigermaSen wirksames Prazipitin zu erzeugen, so wurde 
dieses doch niemals mit frischem, natirem EiweiB reagieren. (Siehe 
die Eigenschaft des Hitze-Alkali-Prilzipitins.) 
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Das Hitze-Alkali-Pr&zipitin besteht somit aus 
zwei verschiedenen Pr&zipitinen: der noch ko- 
agulable Anteil hat stfirkere prfizipitogene Eigenschaften 
und ergibt schon nach wenigen Injektionen ein PrSzipitin, 
welches mit erhitztem Serum (und vielleicht nur mit diesem) 
reagiert, der nicht koagulable Anteil, welcher schw&chere 
prSzipitogene Eigenschaften hat, erzeugt — und zwar erst 
nach l&ngerer Yorbehandlung — ein PrSzipitin, welches das 
durch NaOH ver&nderte Serum zu pr&zipitieren ver- 
mag. Nur auf diese Weise lassen sich die eben erwShnten 
Tatsachen und auch folgende Beobachtung meiner Ansicht 
nach in befriedigeuder Art erklSren. Wie ich schon erwShnte, 
hatte eines meiner Hitze-Alkali-Pr&zipitinsera nach ISngerer 
Aufbewahrung eine seiner Eigenschaften, nSmlich das durch 
NaOH verSnderte Serum zu prfizipitieren, verloren, wfihrend 
die andere (ausgeprSgtere) Eigenschaft, die ReaktionsfShigkeit 
mit nur erhitztem EiweiB erhalten blieb 1 ). 

Jedenfalls ergibt sich aus diesen Versuchen, dafi die 
durch Behandlung mit starken Alkalien entstandenen Produkte 
sich je nach der IntensitSt der Alkalibehandlung in 
prSzipitogener Hinsicht verschieden verhalten. Sicherlich 
bilden sich, je nach der Einwirkungsdauer und der Temperatur, 

1) Fornet und Muller (1. c.) sind auf Grund ihrer Versuche mit. 
erhitztem Fleischsaft der Ansicht, dafi das in vitro ausfallbare EiweiB 
thermostabiler sei, als das in vivo priizipitinbilderide. Denn sie fanden, 
dafi Fleischsaft, welcher hoheren Temperaturen als 86° ausgesetzt worden 
war, nicht mehr prazipitogen wirkte, wiihrend er erst viel spiiter die Fiihig- 
keit verliert, mit dem Prazipitin zu reagieren. Ich glaube aber nicht, dafi 
meine Versuche liber die Alkaliresistenz in ahnlicher Weise erkliirt werden 
durfen, dafi namlich das wirkliche Alkalialbuminat zwar noch imstande 
sei, mit dem von dem koagulablen Anteil der Injektionsfliissigkeit er- 
zeugten Prazipitin zu reagieren, aber selbst nicht mehr die Fahigkeit habe, 
im Tierkorper Prazipitin zu bilden. Mit anderen Worten, ich mochte vor- 
laufig noch bei der alten Auffassung bleiben, dafi ein Eiweifiprodukt, welches 
noch mit einem Prazipitin zu reagieren vermag, auch noch fahig sein wird, 
in vivo Priizipitin zu erzeugen. Nebenbei bemerkt, mochte ich den Re- 
sultaten von Fornet und Muller auch eher die Deutung geben — jeden¬ 
falls glaube ich, dafi sie zum Teil darauf zuriickzufiihren sind — dafi 
niinilich der bei 86“ erhitzte Fleischsaft zu unloslich geworden ist und 
deswegen viel zu langsam resorbiert wird, um Prazipitin zu erzeugen, 
wiihrend die Spuren des loslich gebliebenen Eiweifi fur die Priizipitinreaktion 
in vitro noch reichlich geniigen. 
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eine ganze Reihe von n Albuminaten u , deren chemiscbe 
Verschiedenbeit sich nur wegen der RiesengrOBe des Eiweifi- 
molekiils nicbt nachweisen l&Bt. Von diesen haben nur 
die durch vorsicbtige Behauditing mit NaOH 
entst.andenen Produkte noch pr&zipitogenen 
Charakter. Bei intensiverer Einwirkung wird die antigene 
Gruppe abgespalten. Offenbar geschieht dies schon viel frflher, 
als die Spaltung in einfacbere Produkte (Albumosen etc.) 
stattfindet 1 ). 

Immerbin aber vertr&gt das EiweiB scbon eine betrficbt- 
liche MiBhandlung, wie namentlicb der Versuch beweist, daB 
gekochtes Serum, bei 70° in Vio normaler NaOH aufgeldst, 
noch ausgezeichnet reagiert. Man sollte annehmen, daB gerade 
bei diesem LQsungsprozefi weitgehende chemische VerSnde- 
rungen vor sich gingen, und ich hielt es wegen der Gefahr 
der volligen Vernichtung der Reaktionsf&higkeit auch ftir an- 
gebracht (siehe p. 172), das unlbsliche Serum nicht l&nger als 
nbtig (d. h. nur etwa 10—15 Minuten) mit der heiBen Natron- 
lauge in Berdhrung zu lassen. Doch bekam ich, was ich be- 
sonders betonen mOchte, auch nach 30 Minuten langer Ein¬ 
wirkung der Natronlauge kaum weniger gtlnstige Resultate. 
Dies ist wohl darauf zurflckzufflhren, daB bei der Wechsel- 
wirkung zwischen dem unlbslichen Serum und der Natron¬ 
lauge sich stets wieder neue Mengen von (mit Hitze-Alkali- 
PrSzipitin) reaktionsf&higem EiweiB bilden, wenn auch das 
vorhin geloste allmahlich reaktionsunfahig wird. Die Menge 
des reaktionsfkhigen EiweiB muB daher, solange noch unlbs- 
liches Serum vorhanden ist, die gleiche bleiben. Also ge¬ 
rade bei der Differenzierung von unlbslichem EiweiB, wofiir 
dieses Prazipitin ja hauptsachlich verwendet werden soil, ist 
die Gefahr der Vernichtung der Reaktionsfahigkeit durch das 
NaOH am geringsten 2 ). 

1) DaB Albumosen keinen prazipitogenen Charakter mehr haten. 
ergibt sich hieraus von selbst. Castellani will indessen durch lnjektionen 
von Somatose ein Prazipitin erhalten haben. Vergleiche hieriiber meine 
negatdven Resultate in meinem Artikel: Woraus besteht Fleischsaft Puro? 
Med. Klinik, 1908, No. 21. 

2) Es darf allerdings keine starkere Natronlauge als etwa V, 0 normaie 
genommen werden. i / i normaie 15st das EiweiB, wie speziell hierauf ge- 
richtete Versuche zeigten, zwar besser, doch reagiert die Losung weniger gut. 
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DaB die antigeoe Eigenschaft des EiweiB von den an 
OH-Ionen armen Ldsungen der schwachen Alkalien, wie 
Ammoniak und Natriumkarbonat, bedeutend weniger 
verfindert resp. geschfidigt wird, daB ihre Wirkung, mit der 
des Natriumhydroxyds verglichen, verschwindend klein ist, 
darauf habe ich bereits frfiher hingewiesen x ). Bei Zimmer* 
temperatur vermdgen diese schwachen Alkalien dem EiweiB 
nicht einmal die Reaktionsf&higkeit mit N a t i v -PrtLzipitin zu 
nehmen. Meine Versuche, unldsliches EiweiB durch diese 
weniger eingreifenden Alkalien in Ldsung zu bringen, mifi- 
langen aber; sie haben, auch bei 70°, ein viel zu geringes 
Lfisungsvermfigen, weswegen die erhaltenen Ldsungen nur sehr 
schwach mit dem Hitze-Alkali-PrSzipitin reagierten. Natrium- 
hydroxyd ist daher das einzige in Betracht kommende Lose- 
mittel, und bei einigermaBen sorgf&ltiger Anwendung ist, wie 
aus dem vorher Gesagten hervorgeht, eine Zerstdrung der 
Reaktionsf&higkeit auch so gut wie ausgeschlossen. 

Ueber die Verwendung des Hitze-Alkali-Prazipitins in 
der Praxis sei noch folgendes hinzugefflgt. Es wird in alien 
den Fallen vorzfigliche Dienste leisten, wo das Nativ-Pr&zipitin 
versagt, sei es wegen der durch die Erhitzung des EiweiBes 
eingetretenen Reaktionslosigkeit des vielleicht noch gentigend 
ldslichen EiweiBes, Oder sei es, daB das EiweiB in den fib- 
lichen Ldsungsmitteln fiberhaupt ganz unldslich geworden ist. 
Zu der Behandlung des zu differenzierenden EiweiBes mit 
Natronlauge ist nur im Notfalle zu greifen. Zun&chst 
wird man, wie bisher, stets versuchen, ob das erhitzte EiweiB 
in NaCl-Losung noch gentigend loslich ist und zutreffenden 
Falles diese Lfisung, wenn sie nicht mehr mit Nativ-Prfi- 
zipitin reagieren sollte, direkt mit Hitze - Alkali - Prfizipitin 
versuchen. Denn letzteres reagiert ja, wie gezeigt wurde, 
auch mit EiweiB, welches nur durch Hitze (ohne Alkali) dena- 
turiert worden ist; mit diesem sogar am besten. Durch das 
Hitze - Alkali - PrSzipitin ist das Hitze -Pr&zipitin somit ganz 
fiberflUssig geworden. Nur dann, wenn sich das EiweiB in 
NaCl-Losung ganz unlfislich oder ungenfigend ldslich erwiesen 


1) W. A. Schmidt, Einige Versuche iiber die Greschwindigkeit der 
Inaktivierung der priizipitablen Substanz durch Alkalien, 1. c. 
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hat, behandle man dasselbe, wie p. 170 beschrieben, mit 
warmer Vio normaler Natronlauge und versuche, ob die somit 
erhaltene Losung mit dem Hitze-Alkali-PrSzipitin reagiert. In 
der Mdglichkeit, das EiweiB auch in solchen extremen Fallen 
noch differenzieren zu konnen, liegt der eminente Vorteil dieses 
Prazipitins. 

Wie ich bereits erwahnte 1 ), habe ich versucht, auch fiir 
MuskeleiweiB ein gleichartiges Prazipitin herzustellen, weil 
es sich in der Praxis ja meistens urn die DiiFerenzierung von 
Fleisch und Fleischprodukten handelt. Ich hatte mir die Auf- 
gabe gestellt, ein Prazipitin zu erzeugen, mit welchem es 
gelingt, selbst stark gekochtes, in NaCl-L5sung ganz unl8s- 
liches Fleisch (Pferdefleisch) noch zu differenzieren. Diese 
Versuche batten aber bis jetzt keinen sonderlichen Erfolg. 
Das erhaltene Prazipitin unterschied sich anscheinend nur 
wenig vom Hitze-FleischpreBsaft-Prazipitin, d. h. es reagierte 
zwar ausgezeichnet mit erhitztem, noch ldslichem PreB- 
saft, aber nur in sehr geringem Mafie mit in NaOH auf- 
gelSstem, stark gekochtein Fleisch. In weitaus den meisten 
in der Praxis vorkommenden Fallen, bei denen die Differen- 
zierung von v611ig unldslichem FleischeiweiB in Frage kommt, 
wird aber auch das beschriebene, mit SerumeiweiB er- 
zeugte Hitze-Alkali-Prazipitin genflgen, wie ein Versuch mit 
einer 45 Minuten in siedendem Wasser erhitzten, 25 Proz. 
Pferdefleisch enthaltenen Wurst bewies. Denn hier erhielt 
ich mit diesem Prazipitin noch ein sehr brauchbares Resultat. 
Das stark gekochte Suppenfleisch reagierte allerdings nicht 
mehr. Das gttnstigere Resultat mit der gekochten Wurst ist 
offenbar darauf zurtickzuftihren, dafi wegen der Darmhulle 
(und des direkten Einlegens in kochendes Wasser) das 
SerumeiweiB [denn nur dieses reagiert ja mit dem Serum- 
eiweiB-Prazipitin 2 )J weniger ausgelaugt wird, als dies bei dem 
Kochen des Fleisches der Fall ist, welches noch dazu kalt 
aufgesetzt wurde. Man wird in der Praxis aber wohl selten 
in die Verlegenheit kommen, Suppenfleisch differenzieren 
zn mfissen. 

1) Siehe Anmerkung 2, p. 168 dieser Abhandlung. 

2) Siehe die Versuche in meiner Abhandlung: Untersuchung Tiber die 
Erzeugung hochwertiger MuskeleiweiB-Antisera, 1. c., p. 430 ff. 
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Zusammenfassung. 

Die Differenzierung von erhitztem Eiweifi ist mit unseren 
bisherigen Mitteln, Nativ- und H itze-Pr&zipitin, bekannt- 
lich nur dann ooch mdglich, wenn das EiweiB in den bisher 
einzig zul&ssigen indifferenten Losungsmitteln noch ge- 
nflgend lSslich ist. Es sollte daher ein Pr&zipitin ge- 
schafFen werden, mit welchem es gelingt, auch vdllig un- 
losliches EiweiB, nachdem es durch chemische Ein- 
griffe aufgelQst worden ist, zu differenzieren. 

Blutserum, welches zun&chst 30 Minuten lang einer Tera- 
peratur von 70° ausgesetzt, dann nach Zusatz von verdflnnter 
Natronlauge 15—20 Minuten lang weiter erhitzt worden 
ist, so daft es nicht mehr mit Nativ- und Hitze-Pr&- 
zipitin reagiert, erzeugt im TierkOrper ein „Hitze-Alkali“- 
Pr&zipitin, welches mit folgenden Eigenschaften diesen Zweck 
erftillt: 

Es reagiert sowohl mit der Injektionssubstanz, dem durch 
Hitze und Alkali denaturierten Serum, als anch mit Serum, 
welches nur erhitzt worden ist. 

Es reagiert mit 3Stunden lang gekochtem,vdllig 
unloslichem Serum, welches durch Erw&rmen mit 
Vj 0 normaler Natronlauge in Ldsung gebracht 
(aufgeschlossen) worden ist. Da die Artspezifit&t 
durch die Alkalibehandlung keine EinbuBe erleidet, stellt 
dieses Pr&zipitin ein sicheres Mittel dar — und zwar das bis 
jetzt einzige Mittel — zur Differenzierung von unloslichem 
EiweiB. 

Es reagiert nicht mit nativem Serum, doch wird dieses 
reaktionsf&hig, sobald es (auch in der Kalte) mit Natron¬ 
lauge behandelt wird. Diese Aktivierung gegeniiber 
Hitze-Alkali - Pr&zipitin erfolgt ungefahr mit derselben Ge- 
schwindigkeit, wie die gleichzeitig stattfindende Inaktivie- 
rung gegentlber Nativ-Pr&zipitin: sobald die Reaktionsfahig- 
keit des mit NaOH behandelten Serums mit Nativ-Pr&zipitin 
vollstSndig erloschen ist, reagiert es mit dem Hitze-Alkali- 
Prazipitin am kr&ftigsten. 

Auf Grund der Eigenschaften der InjektionsflQssigkeit und 
des damit erzeugten Hitze-Alkali-Prazipitins erscheint die An- 
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nahme berechtigt, dafi dieses aus zwei Pr&zipitinen besteht, 
von denen das eine vielleicht nur mit erhitztem, das 
andere mit darch NaOH verSndertem Eiweifi reagiert 
und offenbar alsAlkalialbuminat -Prazipitin anzusprechen 
ist. Doch reagiert das Prazipitin nur mit solchem Alkali- 
albuminat, welches durch einigermafien vorsichtige Be- 
handlung mit NaOH entstanden ist. Bei intensiverer Alkali- 
einwirkung verliert das Eiweifi diese Eigenschaft und ist dann 
auch unfahig, im TierkOrper Prazipitin zu bilden. 

Versuche, durch mafiige Behandlung von erhitztem Fleisch- 
saft mit NaOH ein ahnliches Prazipitin fflr Muskeleiweifi 
darzustellen, haben bis jetzt zu keinem befriedigenden Resultat 
gefflhrt. Doch wird das mit Serum eiweifi erzeugte Hitze- 
Alkali-Prazipitin in den meisten Fallen der Praxis auch ffir 
die Differenzierung von erhitzten Fleischprodukten ausreichen, 
da diese ja gewdhnlich gentigend Bluteiweifi enthalten. 


Nachdruck verboten. 

[Aus der VeterinRr-Abteilung des Kaiserlichen Gesundheitaamtes.] 

Die Saureagglutination der Bakterien 
der Paratyphusgruppe. 

Von Dr. Poppe, 
wissenschaftlichem Hilfsarbeiter. 

(Eingegangen bei der Kedaktion am 6. Februar 1912.) 

Leonor Michaelis hat festgestellt, dafi viele Bakterien- 
arten bei einem bestimmten, ihnen eigentiimlichen Sauregrad 
agglutiniert werden. Als Mafi der Saureagglutination dient 
daher die Angabe der Wasserstoff-Ionenkonzentration der- 
jenigen Losung, in der die betreffenden Bakterien ihr Agglu- 
tinationsoptimum haben. Mit Hilfe von sechs verschiedenen 
Sauregemischen ist es Michaelis nach seiner Methode 
gelungen, Typhus-, Paratyphus B-, Gartner- und Tuberkel- 
bacillen, Gono- und Meningokokken zu differenzieren, wahrend 
B. coli durch Saure nicht und Choleravibrionen nur unvoll- 
s tan dig agglutiniert wurden. Nach Michaelis liegt das 
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Optimum der S&ureagglutinabilit&t des B. typhi bei einer 
Wasserstoff-Ionenkonzentration von 4*10~ 5 , des B. paratyphi B 
bei 16-10 -5 bis 32* 10 -5 . B. enteritidis GSrtner hat je nach 
dera Stamme sein Agglutinationsoptimum zwischen 3*10~ 4 bis 
2,5* 10~ 8 , erweist sich jedoch durchaus nicht als einheitlich. 

Rost, der die Angaben von M i c h a e 1 i s bestatigen konnte, 
hat berichtet, daB sich das Verfahren bei der bakteriologischen 
Diagnose des Typhus bewahrt habe. Hinsichtlich der anderen 
Bakterien der Coli-Typhusgruppe kommt er jedoch zu dem 
SchluB, daB diese anscheinend ein wechselndes Agglutinations¬ 
optimum haben. Urn den Namen Saureagglutination zu ver- 
meiden, der zur Verwechselung mit der spezifischen Serum- 
agglutination ftthren kbnnte, schlagt Rost vor, fOr das Pha- 
nomen der Agglutination durch Sauren den Namen S&ure- 
failung zu wahlen. 

SchlieBlich hat Schidowsky seine Erfahrungen mit 
dieser Methode in der medizinischen Sektion der schlesischen 
Gesellschaft fdr vaterlandische Kultur in Breslau (Sitzung vom 
17. November 1911) bekannt gegeben und eine Publikation 
hierQber in Aussicht gestellt. 

Nach der Bekanntgabe der M i c h ae 1 i s schen Unter- 
suchungen habe ich im Mai v. J. Versuche in der Richtung 
begonnen, ob sich diese Methode vielleicht zur weiteren Dif- 
ferenzierung der Bakterien der Paratyphusgruppe eignet. 
Ueber einen Teil meiner Versuche habe ich in der Oktober- 
sitzung der Berliner Vereinigung fiir experimentelle Biologie 
im AnschluB an eine Demonstration von Michael is schon 
kurz berichtet. 


Das Wesen dieser Reaktion besteht darin, daB amphotere 
Stoffe (EiweiB, Bakterien) ein spezifisches Failungsoptimum bei 
einer ganz bestimmten H-Ionenkonzentration haben. Ldsungen 
von beliebiger, aber genau festgelegter [H‘ j •) konnen hergestellt 
werden, indem man z. B. Ldsungen von Natrium-Acetat mit 
geeigneten Mengen von Essigsaure versetzt. Fflr ein solches 
Essigsdure-Acetatgemisch berechnet sich die H’-Konzentration 

nach der G.eichung [H ] = wobei K 


1) [H-J ist das Symbol fiir die Wasserstoff-Ionenkonzentration. 
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die elektrolytische Dissoziationskonstante der Essigs&ure be- 
deutet, deren Wert mit Michaelis zu 2*10~ 5 gesetzt wird 1 ). 


Versuchsanordnung. 

Bei den folgenden Versuchen wurde in Anlehnung an 
Michaelis nachstehendes Verfahren angewandt. Essig- 
sHure-Acetatgemische wurden durch Vermengung ge- 
messener Volumina von Normalnatronlauge und flberschflssiger 
Normalessigs&ure hergestellt: 


Losung 

nNaOH 

ccm 

nCH 3 COOH 

ccm 

dest. Wasser 
ccm 

H-Ionenkonzentration 

(abgerundet) 

I 

5 

7,5 

87,5 

85 

MO- 6 

II 

5 

10,0 

2 • 10 - 6 

III 

5 

15,0 

80 

4 • 10— 5 

IV 

5 

25,0 

70 

8-10- 6 

V 

5 

45,0 

50 

16-10- 6 

VI 

5 

85,0 

10 

32•10— 6 


Diese Sfiuremischungen sind lange Zeit haltbar und werden 
durch Zugabe eines Tbymolkristalles vor Schimmelbildung 
geschQtzt. 

Die in der letzten Spalte obiger Zusammenstellung an- 
gefiihrten H’-Konzentrationen sind nach der angegebenen 
Gleichung berechnet. Allgemein berechnet sich die Anzahl 
Kubikzentimeter Essigsaure (x), die zur Herstellung einer be- 
stimmten H'-Konzentration erforderlich sind, bei konstanter 
Verwendung von 5 ccm nNaOH und einem Gesamtvolumen 
von 100 ccm nach der Gleichung 


[H’J 


x — 5 


x 


K : (x-5) 

5 

2(x—5) 
5 

2J3 • [H-J 

10 — 


2 ± 5 • [H- 
10- 6 


o. 


1) Nahere8 liber die physikalisch-chemischen Grundsiitze fiir die Her- 
stelluug von bestimraten H # -Konzentrationen findet sich in den Sammel- 
werken von 

Michaelis, Methoden zur Herstellung bestimrater Wasserstoff-Ionen- 
konzentrationen in Abderhaldens Handbuch, Bd. 3, 1, p. 1339ff.; 

Neuberg, Der Harn sowie die iibrigen Ausscheidungen und Korper- 
fliissigkeiten von Mensch und Tier, Bd. 2, p. 1570 ft*. 
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AuBer diesen S&uregemischen braucht man zur Anstellung 
der Reaktion eine Bacillensuspension. Der Belag eines 
24-stflndigen oder alteren gutgewachsenen Schr&gagarrOhrchens 
wird vorsichtig ohne Verletzung des N&hrbodens mit der 
Platinbse abgestricben und in destilliertem Wasser aufge- 
schwemmt. Aucb kann man die Bakterienaufschwemmung so 
herstellen, daB man nach Entfernung des Kondensations- 
wassers 5 ccm destilliertes Wasser in das AgarrOhrchen gibt 
und durch m&fiiges Schiltteln die Bakterien abldst, die durch 
Zugabe von destilliertem Wasser auf die gewiinschte Dichte 
gebracht werden. Auf die Dichte der Aufschwemmung kommt 
es nicht an, jedoch muB naturlich innerhalb derselben Reihe 
die gleiche Aufschwemmung benutzt werden. Auf ein Schr&g- 
agarrbhrchen rechnet Michael is 20—25 ccm destilliertes 
Wasser. Ich habe meine Versuche so angestellt, daB ich bei 
fast alleiniger Verwendung der Schtlttelaufschwemmung, die 
meiner Meinung nach am einfachsten herzustellen ist, auf ein 
SchrSgagarrOhrchen 15 ccm destilliertes Wasser genommen 
habe. Die Aufschwemmung hat dann ungefahr die Dichte, 
wie sie fiir die Widalsche Reaktion gebraucht wird. 

Zur Ausfiihrung der Agglutination gibt man in 
eine Reihe von 6 Rohrchen gleiche Mengen Bacillenemulsion, 
z. B. 2 ccm, und fiigt zu Rohrchen I l ccm der Losung I, zu 
Rohrchen II 1 ccm der Losung II usw. zu. Nach dem Durch- 
schfltteln kommen die Rohrchen fiir etwa 1 Stunde in den 
Brutschrank. Wenn in einem der Rohrchen eine Agglutination 
fflr das bloBe Auge sichtbar wird, empfiehlt es sich, die 
Rohrchen aus dem Brutschrank herauszunehmen und bei 
Zimmertemperatur weiter zu beobachten. 

Versuche mit Paratyphusbacillen. 

Zur Untersuchung gelangten Paratyphus B-, G&rtner-, 
Suipestifer-, Mausetyphus- und Psittakosebacillen, von denen 
die meisten in einer friiheren Arbeit von mir hinsichtlich 
ihres biologischen und serologischen Verhaltens eingehend 
geprflft worden sind. AuBerdem wurden einige Stfimme von 
sogenannten KSlberruhrbakterien untersucht, die sich kulturell 
wie Paratyphus B verhalten, jedoch von Paratyphus B-Seruin 
nur in geringem Grade agglutiniert werden (1:30). Auch 
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i 

ii 

hi 

IV 

V 

VI 

1. Paratyphus B-Bacillen 


• 





Claufl 

— 

— 


— 

++ 

+ + 

Sambafl 

— 

— 

+ ! 

+ + 

++ 

4- 4- 

Mathes 

— 

— 

— 

+ 

++ 

4- 4- 

Miiller 

— 

— 

+ 

+ + 

++ 

++ 

Frau Muller 

— 

— 

— 

— 

++ 

++ 

Mirus 

— 

— 

— 

— 

++ 

++ 

Saarbriicken 

— 

— 

— i 

+ 

+ 

++ 

Institut 

— 

— 

— 

— 

++ 

++ 

Infekt. 

— 

— 

— ; 

— 

++ 

++ 

Gunther 

— 

— 

— 

+ + 

4- 4* 

++ 

Frankenthal 

— 

— 

+ 

+ + 

++ 

i ++ 

Aertryck 

— 

— 

— 

+ 

, 4- 

+ 

Morbificans bo vis 

— 

— 

— 

(+) 

4- 4- 

++ 

2. Gartnerbacillen 




, 

| 


Jena 

— 

— 

— 

— 

++ 

++ 

Yorkstra&e 

— 

— 

— 

+ + j 

++ 

4* 

Ratio 

— 

— 

+ 

+ + 

++ 

++ 

Morrattin 


— 

+ 

+ + 

++ 

++ 

3. Suipestiferbaeillen 




l 

1 + 



1 

— 

— 

— 


— 

7 

— 

— 

— 

+ + 

+ + 

++ 

0 (neu) 

— 

— 

— 

+ 

1 

— 

— 

_ 

— 


+ 

+ 

+ + 

++ 

Gan s 

— 

— 


+ 4- 

+ + 

++ 

4. Psittakoeebacillen 


— 

— 1 

(+) 

+ + 

++ 

5. Mauaetyphusbacillen 
Kalberruhroacillen 


— 

+ 

++ 

+ + 

1 

i ++ 

6 


— 

+ 

++ 

! -F + 

i 

27 

— 

— 

+ 1 

+ 

++ 


79 

— 

— 

+ 

+ 

++ 

++ 

88 

— 

— 

+ 

4* + 

+ + 

++ 

Paracolibacillen 

— 

— 

+ 

4-4- 

+ + 

! ++ 

Voldagsen I 

— 

— 

— , 

, — 

! + + 

++ 

„ m 

GUisser 

— 

— 

— 

— 

i + + 

++ 

— 

— 

[ _ 

— 

' + + 

+ + 

Haendel und J 664 

— 

— 

+ 

4- 4- 

! + + 

++ 

Gildemeister \ 688 

— 

— 

— ; 

4-4- 

|_+__ 

— 

Paratyphus A 

— 

1 — 

' + 

i + 

— 

— 

Typhus (Milz) 

— 

i — 

1 + + 

; + 

— 

-- 

„ (Lenharz) 

— 

— 

1 + + 

+ 

— 

— 

Coli 

— 

I __ 



— 

i — 


+ 4- starke | 

4- deutliche J Agglutination naeh 1 Stunde bei 37°; 

Jz undeutliche I 

(+) Sedimentbildung naeh einigen Btunden bei Zimmertemperatur: 
— homogene Triibung. 


einige andere inagglutinable Paratyphus B fihnliche StSmme, 
die ich der Liebenswflrdigkeit des Herrn Regierungsrates Dr. 
Haendel und des Herrn Stabsarztes Dr. Gildemeister 
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verdanke, wurden geprOft (Stamm 664 und 688 — B. suipestifer 
Voldagsen und B. typhi suis Giasser, von denen letztere 
in ibrem kulturellen Verhalten dem Typhusbacillus nahestehen). 
Zum Vergleiche wurden schlieBlich noch Paratyphus A-, Typhus- 
und Colibacillen herangezogen. 

Aus vorstehender Tabelle ist ersichtlich, daB das Optimum 
der S&ureagglutinabilitSt fOr Paratyphus B-Bacillen in Rohr- 
chen V bis VI liegt, was einer [IP] von 16* 10 -5 bis 32* 10 -5 
entspricht. Ganz einbeitlich scheint das Fallungsoptimum je- 
doch nicht zu sein, da auch einige Stamme in RQbrchen IV 
noch stark ausgefailt wurden. Gartner-, Psittakose- und M&use- 
typhusbacillen zeigen im allgemeinen das gleiche Fallungs- 
optimum wie Paratyphus B-Bacillen, im Gegensatz zu Suipestifer- 
bacillen, die sich teils wie Paratyphus B verhalten (7, Oneu, 
Gans), teils nur schwach durch SSure agglutiniert werden (1, 
H 2 , W). Interessant ist es, daB die Paratyphus B dhnlichen 
Stamme (Kaiberruhr, Paracoli, Voldagsen, Giasser, 664 und 
688), die, wie erwahnt, durch Paratyphus B-Serum nicht be- 
einfluBt werden, das gleiche Agglutinationsoptimum haben wie 
Paratyphus B-Bacillen. Paratyphus A- und Typhusbacillen haben 
ihr Agglutinationsoptimum in Rohrchen III, entsprechend einer 
[H*] von 4-10 -5 . B. coli wird durch Saure nicht beeinfluBt. 

Ferner ist hervorzuheben, daB spontan in Kochsalzlosung 
agglutinable Stamme (Paratyphus B Institut, Suipestifer 7, 
Paracoli) das gleiche Optimum zeigen, wie die diese Eigen- 
schaft nicht zeigenden iibrigen Paratyphusstamme. Da die 
Bakterien der Paratyphusgruppe besonders leicht die Fabig- 
keit erlangen, spontan zu agglutinieren (Poppe, Traut- 
mann), so kommt der Saureagglutination zur Diagnostizierung 
derartiger Stamme eine gewisse Bedeutung zu. 

Beiiaufig ist noch zu erwahnen, daB auch mittels Formalin 
abgetotete Bacillenaufschwemmungen in destilliertem Wasser 
sich zur Aufstellung der Reaktion als geeignet erweisen. 

Zusam men fas sung. 

Das von L. Michael is angegebene Verfahren der Saure¬ 
agglutination kann als Hilfsmittel zur Identifizierung der 
Bakterien der Paratyphusgruppe verwendet werden. Eine 
Unterscheidung der einzelnen Unterarten dieser Gruppe ist 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Die Saureagglutination der Bakterien der Paratyphusgruppe. 191 


jedoch auch mittels dieser Methods nicht mdglich. Para- 
typhas B fihnliche Bakterien, die durch spezifisches Serum 
nicht beeinflufit werden, werden durch Saure in gleichem 
Grad agglutiniert wie Paratyphus B-Bacillen. Hieraus ergibt 
sich, dafi die Saureagglutination der Paratyphusbakterien als 
Gruppenreaktion im weitesten Sinne anzusehen ist. 

Literatur. 

Michaelis, Leonor, Deutsche med. Wochenschr., 1911, p. 969. 

Bost, Centralbl. f. Bakt. Abt. I, Orig., Bd. 60, 1911, p. 324. 
Schidowsky, Berliner klin. Wochenschr., 1912, p. 39. 

Poppe, Zeitschr. f. Infektionskrankh. der Haustiereusw., Bd. 5,1906, p. 42. 
Haendel und Gildemeister, Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 11, 1911, 
p. 304. 

Trautmann, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh., Bd. 46, 1903, p. 139. 


Nachtrag wahrend der Drucklegung. 

Nach AbschluB meiner Untersuchungen verfiffentlichte 
Beniasch in dieser Zeitschrift (Bd. 12, 1912, Heft 3) eine 
auf Veranlassung von Michaelis ausgeffihrte ausfflhrliche 
Arbeit fiber die Saureagglutination der Bakterien. Beniasch 
ist es unter Verwendung von Sauregemischen mit anders ab- 
gestuften Wasserstoff-Ionenkonzentrationen gelungen, die Bak¬ 
terien der Gartner-Gruppe in zwei Untergruppen zu differen- 
zieren, die mit den von Sobernheim und Seligmann mittels 
der Serumagglutination gefundenen zusammenfallen: 1. Unter- 
gruppe (Rattenbacillen) [H'] = 1,4 • 10 -4 ; 2. Untergruppe 
(eigentliche Gartnerbacillen) (H*J = 2,2* 10 -3 . In ahnlicher 
Weise lieBen sich auch die Bakterien der Paratyphus B-Gruppe 
in zwei Untergruppen trennen. Im allgemeinen ergab sich 
jedoch, daB der Paratyphus B-Bacillus gegenfiber der Saure¬ 
agglutination sich durch eine bedeutend grofiere Bestfindig- 
keit auszeichnete als der Gfirtnerbacillus. Bei meinen Unter¬ 
suchungen mit Gartnerbacillen, die nur vier derartige Stfimme 
umfaBte, konnte ich eine Differenzierung in zwei Untergruppen 
nicht beobachten. Auch erwiesen sich die von mir geprflften 
menschlichen Paratyphus B-Stamme, die in ihrer Mehrzahl im 
Jahre 1905/06 aus Faeces von nicht todlich verlaufenden Para- 
typhusfallen gezfichtet worden sind, in ihrer Saureagglutinabilitat 
als vollkommen einheitlich. 

Zeitschr. f. Immanitftsforschang. Orig. Bd. XIII. 
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Nachdruck verboUn. 

[Aug dem Inatitut fiir Hygiene und Bakteriologie der Universitat 
StraCburg (Direktor: Geheimrat Brof. Dr. Uhlenhuth).] 

Veber die Beziehung zwischen Komplementbindung und 
h&molysehemmender Wlrkung von Seram normaler and 

infizierter Tiere l ). 

Von Dr. Aoki. 

Mit 8 Kurven im Text 

(Eingegangen bei der Redaction am 7. Februar 1912.) 

In der Zeitschrift fiir Immunit&tsforschung und experi- 
mentelle Therapie, 1911, Bd. 8, Heft 5/6, haben Mil Her, 
Gaehtgens und ich fiber eine Beobacbtung berichtet, welche 
darin bestebt, dafi inaktiviertes Serum von rotzkranken 
Pferden allein, ohne Antigen, eine im Verlauf der Erkrankung 
zunehmende Hemmung der H&molyse im h&molytischen System 
ausfibt, in der Weise, daB diese spontan hemmende Kraft 
des Serums — ausgedriickt durch die geringste Serummenge, 
welche obne Antigen die H&molyse noch spurweise hemmt — 
mit dem Bindungswert — der geringsten Serummenge, welche 
(bei Antigenzusatz) noch eine vollige Hemmung der H&molyse 
bewirkt — auffallend parallel verl&uft. 

Es erschien nun wichtig, zu prflfen, ob dieses Ph&nomen 
bei mit anderen Bacillen infizierten Tieren ebenfalls vorkommt. 

Wir bedienten uns bei diesen Versuchen derselben in 
unserer friiheren Arbeit bereits mitgeteilten Methode, welche 
ich der Wichtigkeit halber hier nochmals kurz beschreiben 
mochte. 

Methode. 

Ala hiimolytiaches System beniitzten wir: a) 1,0 ccm einer 5-proz. 
Hammelblutkorperchen-Aufschwemmung, b) die doppelte Menge des Ambo- 
zeptortiters, welcher durch jedesmal frisch gewonnenea Komplement aus- 
titriert wurde, c) 0,03 ccm Komplement. 

Zur Priifung der komplementbindenden Kraft der Sera wurden fallende 
Serummengen mit den unten niiher bezeichneten Mengen Antigen und 
dem Komplement (0,3 ccm einer 10-proz. Verdiinnung) zuaammengebracht; 

1) Die vorliegenden Versuche wurden noch unter Leitung dea ver- 
storbenen Herrn Prof. Forster ausgefiihrt. 
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dazu wurde so viel physiologische KochsalzlSsung (0,85-proz.) zugefiigt, daB 
das Ganze auf 3,0 ccm gebracht wurde. Diese Mischungen wurden 1 Stunde 
lang bei 37 0 gehalten, darauf wurde die doppelte Menge des hamolytischen 
Arabozeptortiters in 1 ccm Kochsaizlosung und 1,0 ccm einer 5-proz. 
Hammelblutkorperchen-Aufschwemmung zugesetzt. Nach 2-stundigera Auf- 
enthalt bei 37° wurden die Proben herausgenommen und bis zum nachsten 
Tage im Eisschrank gelassen. 

Zur Prflfung der spontan h&molysehemmenden Kraft der 
Sera wurde dasselbe Verfahren angewendet mit dem einzigen 
Unterschied, daB kein Antigen hinzugefflgt wurde. 


Versuohe mit Bacillus enteritidis Gartner. 

Das Antigen aus diesen Bacillen wurde wie folgt her- 
gestellt. 

Eine 24-stiindige Schriigagarkultur wurde in 5 ccm NaCl aufge- 
schwemmt und bei 65° 30 Minuten lang erhitzt. Yon dieser Aufschwem- 
mung wurde 1,0 ccm mit 9 ccm Kochsaizlosung verdiinnt Davon wurde 
0,5 ccm als einfache Antigendosis benutzt. 

Von den infizierten Tieren wurden Blutproben zu verschiedenen Zeiten 
aus der Ohrvene steril genommen. Die so gewonnenen Sera wurden 30 
Minuten lang bei 56° inaktiviert und im Frigo aufbewahrt Die Aus- 
titrierung des Bindungswertes und der hamolysehemmenden Kraft der zu 
verschiedenen Zeiten entnommenen und im Frigo aufbewahrten Serumproben 
wurde dann nach der letzten Serumentnahme gleichzeitig vorgenommen, 
um unter moglichst gleichen Bedingungen, namentlich was den hamolytischen 
Ambozeptor und das Komplement anlangt, zu arbeiten. Selbstverstiindlich 
w urde bei jedem der folgenden Versuche auch v o r der Infektion der Kom- 
plernentbindungswert und die hamolysehemmende Kraft der Sera bestimmt. 


I. Versuch. 

3 Kaninchen wurden mit B. enteritidis Gartner infiziert. Bei 
einera Tiere wurde 0,5 ccm einer 24-stundigen Bouillonkultur subkutan ein- 


Zcitlicher Vorlauf in Tagt*n 


3 4 5 6 7 8 S 10 r) 12 13 M 16 17 18 19 


gespritzt. Es blieb ganz 
gesund. Bei den 8 Tage 
spater entnommenen Blut¬ 
proben haben weder der 
Bindungswert noch die 
hamolysehemmende Kraft 
des Serums eine Zunahrae 
gezeigt. Sie verliefen ganz 
parallel, wie die Kurve 1 

zeigt - Kurve 1 *). 

1) In samtlichen Kurven bedeutet die punktierte Linie ( 
Vcrlauf des Hamolyse-Hemmungstiters, die ausgezogene Linie ( 
Verlauf des Komplement-Bindungstiters. 
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Die zwei anderen Tiere haben je eine haibe 24-stundige Schragagar- 
kultur derselben Mikroorganismen subkutan bekommen. Sie erkrankten 
ebenfallfl nicht. Die in regelmafiigen Intervallen ausgefiihrten Priifungen des 
Bindungswertes und der spontan hamolysehemtnenden Kraft der Sera er- 
gaben ebenfalls ein ziemlich paraileles Verhalten beider Werte, wie aus den 
Kurven 2 und 3 hervorgeht 


Zeitlicher Verlauf in Tagcn 



Zeitlicbcr Verlauf in Tagen 


Serum* 

menge 

mccm 1 c 


00 70. c 
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Kurve 3. 
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II. Versuch. 

2 ccm Bouillonkultur von B. enteritidis Gartner 
wurden einem Kaninchen subkutan injiziert. Das 
Tier wurde am 3. Tage nach der Infektion deutlich 
krank. An der Impfstelle trat eine AbszeBbildung 
ein; vom 5. Tage an magerte das Tier stark ab. Es 
muBte aus anderen Griinden getotet werden. 

Die Austitrierung von vier in ver- 
schiedenen Zeitintervallen entnommenen 
Serumproben ergab, daB der Bindungswert 
und die h&molysehemmende Kraft der Sera 
in deutlich parallel verlaufender Kurven 
zunahmen (Kurve 4). 
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III. Versuch. 

3 ccm einer 24-stiindigen Bouillonkultur von B. enteritidis Gartner 
wurden einem Kaninchen subkutan eingespritzt. Am 2. Tage nach der 
Infektion trat eine deutliche Abszefibildnng ein. Das Her wurde krank. 
Es ging am 12. Tage ein. 

Als das Resultat der Austitrierung der beiden Werte zeigte 
sich, daB, wie im vorhergehenden Versuche, beide Werte in 
parallel ansteigender Kurve zunahraen (Kurve 5). 

Wir haben also auch hier das eingangs er- 
wahnte auffSllige Phanomen, welches wir zuerst 
bei rotzerkrankten Pferden feststellten. 



Kurve 5. 
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Kurve 6. 


Versuehe mit Pneumokokken. 

Das Pneumokokkenantigen wurde so hergestellt, dafl der Bodensatz 
von 50 ccm 24-stiindiger Bouillonkultur in 10 ccm NaCl aufgeschwemmt 
wurde. 0,3 ccm von dieser Aufschwemmung diente jedesmal als einfache 
Antigendosis. 

IV. Versuch. 

Einem Kaninchen wurde 0,1 ccm einer 24-stiindigen Pneumokokken- 
bouillonkultur subkutan eingespritzt. Es ging nach 30 Stunden ein. Die 
Blutproben wurden vor der Infektion, 3 und 24 Stunden nach der In¬ 
fektion und sofort nach dem Tode entnommen. Es wurden dann jedesmal 
der Bindungswert und der hamolysehemmende Titer festgestellt. 

Es ergab sich, daB der Bindungswert niedrig blieb, w&hrend 
die hamolysehemmende Kraft zunahm (Kurve 6). 
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Wir immunisierten sodann ein Kaninchen mit abgetOteten 
Pneumokokken, um festzustellen, ob dasselbe Ph&nomen, 
welches wir bei mit Rotz immunisierten Tieren (Kaninchen) 
beobachteten, sich auch bei Kaninchen zeigt, welche mit 
Pneumokokken immunisiert werden. Dieses PhSLnomen be- 
steht darin, dafi der Bindungswert und die hamolysehemmende 
Kraft, welche gleich nach der Immunisierung zunehmen, 
nach einer gewissen Zeit auseinander gehen, in der Weise, 
dafi der erst ere immer weiter zunimmt, wfihrend der 
letztere zur Norm absinkt, so dafi eine Kreuzung beider 
Kurvenlinien stattfindet x ). 

V. Versuch. 

Einem Kaninchen wurden 20 ccm durch Hitze abgetoteter Pneumo- 
kokkenkultur subkutan eingespritzt, nach 14 Tagen wurde eine zweite In- 
jektion von 40 ccm abgetoteter Pneumokokkenbouillonkultur subkutan aus- 
gefiihrt. Nach 23 Tagen erhielt das Tier 1,0 ccm lebende Pneumokokken¬ 
bouillonkultur subkutan. Am nachsten Tage ging es an Pneumokokken- 
Septikiimie ein. 

Wie die Kurve 7 zeigt, steigen hftmolyseheramende Kraft 
und Bindungswert gleich nach der Injektion; dann f&ngt die 
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Kurve 7. 


1) Siehe Zeitschr. f. Immunitatsf. etc., Bd. 8, Heft 5/6. 
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erstere an zu sinken nnd sinkt zur Norm, w&hrend die letztere 
immer noch weiter bis zum Maximum (am 7. Tage) zunimmt 
(1. Kreuzung). Diesen Zustand mfichten wir das Immunit&ts- 
stadium nennen. Gleich nach der 2. Injektion nimmt die 
hSmolysehemmende Kraft der Sera wieder zu, dagegen nimmt 
der Bindungswert stark ab (2. Kreuzung). Dieser Zustand 
der Reaktion dauert nicht lange, er geht bald wieder in 
den entgegengesetzten Zustand, den Immunit&tszustand, fiber 
(3. Kreuzung). Durch die darauffolgende 3. Injektion mit 
lebenden Pneumokokken, welche tddlich verlief, wurde wieder 
ein anderer Zustand erzeugt, derselbe, den wir nach der 
2. Injektion gesehen haben, nfimlich Sinken des Bindungs- 
wertes und Steigen des HSmolysehemmungswertes. Danach 
haben wir hier denselben Befund, wie bei den mit Rotz im- 
munisierten Tieren, fiber den wir frflher berichtet haben. 

Versuohe mit Tuberkelbaofilen. 

Einem Kaninchen werden ca. 10 mg Tuberkelbacillen (Typ. hum.) 
subkutan injiziert, welche ich der Liebenswiirdigkeit von Herm Prof. Levy 
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verdanke. Das Tier bekam zunachst einen AbszeS an der Impfstelle, der 
nach einem Monat wieder ganz resorbiert war. Das Tier blieb ganz gesund. 
Die Blutproben wurden in verschiedenen Zeitinterv alien entnommen und 
auf Bindungswert und hamolysehemmende Kraft gepriift 

Es ergab sich, daB beide Kurvenlinien bis zu einer ge- 
wissen Zeit zunahmen, worauf sie wieder allmahlich abfielen 
(Kurve 8). 

Wenn wir die obigen Resultate zusammenfassen, so haben 
wir folgende 4 Falle vor uns. 

1. Fall: Beide Kurvenlinien verlaufen, ohne wesentlich 
anzusteigen, parallel (Kurve 1, 2 und 3). 

2. Fall: Beide Werte steigen in parallelem Verlaufe an 
(Kurve 4, 5 und 6). 

3. Fa 11: Beide Werte nehmen zuerst zu, dann ab (Kurve 8). 

4. Fall: Der Bindungswert steigt stetig, die hamolyse¬ 
hemmende Kraft dagegen failt nach einer geringfQgigen 
Steigerung wieder ab, so daB eine Kreuzung beider Kurven 
stattfindet (Kurve 7). 

Die hamolysehemmende Kraft des Infektionsserums kann 
man sich wohl dadurch erklaren, daB bakterielle Substanzen 
im Blut kreisen, welche bekanntlich nach den Arbeiten von 
Wilde, Ehrlich und Sachs 1 ) die Hamolyse des hamo- 
lytischen Systems hindern. 

Wahrend der Infektion werden diese bakteriellen Sub¬ 
stanzen allmahlich immer neu gebildet und vermehrt; gleich- 
zeitig werden aber auch komplementbindende Antikdrper je 
nach der Reaktionsfahigkeit des Tieres in mehr Oder minder 
steigenden Mengen gebildet. Infolgedessen steigen beide 
Kurvenlinien, wie besonders der oben genannte 2. Fall 
(Kurve 4, 5 und 6) zeigt. Bei der Immunisierung ist nun 
das Antigen, welches auf einmal in den Organismus ein- 
gefuhrt worden ist, eine gewisse Zeitlang noch im Serum 
vorhanden, wird aber allmahlich abgebaut und verschwindet. 
Die Folge davon ist, daB die hamolysehemmende Kraft des 
Serums kurz nach der Injektion des Antigens zunimmt, bald 
aber wieder zur Norm sinkt. Die Antikdrper werden dagegen 
immer noch weiter produziert und vermehrt Wahrend also 

1) Kraus und Levaditi, Handbuch der Technik u. Methodik der 
Immunitiitsf., Bd. 2, 1909, p. 1004. 
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die Karve der H&molysehemmung sinkt, steigt die der Kom- 
pleroentbindungskdrper, so daB eine Kreuzung beider Kurven- 
linien stattfindet, wie wir im 4. Fall sehen (Kurve 7). 

Diese hier mitgeteilten interessanten Reaktionen des Or- 
gaoismas auf eingedrungene Infektionserreger sind nicht 
spezifisch, wie wir schon frflher erwfihnt haben; sie kdnnten aber 
vielleicht insofero eine praktische Bedeutung haben, als man aus 
der Bestimmung der h&molysehemmenden Kraft des Serums, 
kombiniert mit der Bestimmung des Komplementbindungs- 
titers, einen orientierenden RflckschluB entweder auf den 
Grad der Erkrankung oder auf die Heilung bezw. den Grad 
der erreichten Immunity ziehen kann. 

Wie wir oben bei den Tierversuchen und den mit Rotz 
infizierten Pferden beobachtet haben, ist die Zunahme der 
Komplementbindungskdrper allein kein Faktor, aus dem man 
schlieBen dQrfte, daB die Krankheit zur Heilung neigt. Viel- 
mehr kOnnen trotz der Zunahme der Komplementbindungs- 
kdrper die Bakterien sich vermehren, so daB das Tier unter 
Umstanden zugrunde geht. 

Ein weiteres genaueres Studium dieser Reaktionen bei 
verschiedenen Krankheiten wird vielleicht Gesetzm&Bigkeiten 
erkennen lassen, welche sich diagnostisch und prognostisch 
verwerten lassen. 


Zum SchluB danke ich Herrn Geheimrat Uhlenhuth 
und Herrn Privatdozent Dr. D o 1 d bestens ftir die freundliche 
Durchsicht der Arbeit. 

Zusammenfassung. 

Es wird in der vorliegenden Arbeit gezeigt, daB die von 
M filler, Gaehtgens und mir gemachte Beobachtung, daB 
inaktiviertes Serum von rotzkranken Pferden eine im Verlauf 
der Erkrankung zunehmende Hemmung der Hfimolyse ausiibt, 
auch ffir andere Infektionen (B. enteritidis Gartner, Pneumo- 
kokken und Tuberkelbacillen) gilt Bei der Infektion verlauft 
diese Hemmungsreaktion parallel mit der Komplementbindungs- 
reaktion, w&hrend bei den Immunisierungsvorg&ngen beide 
Reaktionen zeitweise in entgegengesetztem Sinne verlaufen. 
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Nachdruck verboten. 

[Aus dem Institut ftlr Hygiene nnd Bakteriologie der Universitat 
StraCburg (Direktor: Geheimrat Prof. Dr. Uhlenhuth).] 

Ueber die Bildung yon Anaphylatoxin aus Streptokokken, 
Meningokokken, Gonokokken, B. mallei, B. pestis, B. 
pneumoniae FrledlSnder, B. Paratyphns B, Baclllen der 
Hfihnercholera, des Schwetnerotlaufs, Hefe Busse, Aktlno- 
myces, Pilzsporen, Splrochfiten der Htthnerspirlllose und 
der russisclien Becurrens. 

Von Privatdozent Dr. H. Dold und Dr. E. Aoki. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 10. Februar 1912.) 

Die ersten Berichte Friedbergers und Gold- 
schmids (1) fiber die Bildung des „ Anaphylatoxin s tt aus 
Bakterien betrafen Typhus- und Tuberkelbacillen, V. Metschni- 
koff und B. prodigiosus. Es folgten dann Mitteilungen von 
N e u f e 1 d und D o 1 d (2) fiber Gewinnung des „ Anaphylatoxins“ 
aus Pneumokokken und Cholerabacillen, und weitere Berichte 
von Friedberger (3) und seinen Mitarbeitern Goldschmid, 
Jerusalem, Szymanowski, Reiter, Schfitze fiber 
gelungene Giftbildung aus Staphylokokken, Diphtheriebacillen, 
Dysenteriebacillen, Aspergillus fumigatus, Trypanosomen. 
Neuerdings haben A. Schfitze (4) fiber die Darstellung des 
Giftes aus B. anthracis und Izar (5) aus dem Micrococcus meli- 
tensis, Moro und Tomono (6) aus B. pseudodysenteriae A 
und Vay(7) aus Pestbacillen berichtet. Die Leichtigkeit, mit 
der sich das Gift aus den verschiedenen Bakterienarten ab- 
spalten lieB, variierte sehr; aber es lieB sich doch das Gift 
aus all den genannten Bakterien nach den Angaben der 
Autoren gewinnen. 

Die erste Bakterienart, welche sich beztiglich der Ana- 
phylatoxinbildung anscheinend ganzlich refrakt&r verhielt, war 
nach den Untersuchungen von P. Th. Mfiller (8) der Strepto¬ 
coccus. Es gelang dem genannten Autor, trotz mannigfacher 
Variierung der Versuchsanordnung, weder aus lebenden noch 
aus gekochten Streptokokken, weder mit noch ohne Immun- 
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serum und auch nicht mit dem Serum vorbehandelter Tiere 
Anaphylatoxin abzuspalten. Auch die Erzeugung einer aktiven 
und passiven Anaphylaxie bei Meerschweinchen gegen Strepto¬ 
kokken erwies sich ganz abnorm schwierig, ja fast unmdglich, 
so daC P. Th. Mailer dem Streptococcus eine Sonderstellung 
gegenOber anderen Bakterienarten bezOglich der FShigkeit, 
Anaphylaxie und Anaphylatoxin zu erzeugen, zuerkennt. 

In demselben Sinne spricht sich Aronson (9) aus, 
dem es in zahlreichen Versuchen niemals gelang, aus Strepto¬ 
kokken (weder aus lebenden noch aus gekochten) ein akut 
wirkendes Toxin zu gewinnen. 

Die Streptokokken hat Aronson in Bouillonkolben kultiviert, wobei 
nur die sich abeetzende Masse der Streptokokken nach Abgufl der iiber- 
stehenden Bouillon zu den Versuchen benutzt wurde. Dieser Bodensatz 
wurde mit Kochsalzlosung gewaschen und hernach im Vakuum getrocknet. 
Abgewogene Baktenenmengen wurden dann in 1 ccm Kochsalzlosung auf- 
geschwemmt und mit 4 — 4,5 ccm frischem Meerschweinchenkomplement. 
versetzt. Nach 2-stiindigem Aufenthalt im Brutschrank, wurden die durch 
Zentrifugieren von den Bakterien befreiten Abgiisse 190—210 g schweren 
Meerschweinchen intravenos injiziert. 

Bigene Versnohe mit Streptokokken. 

Wir haben ebenfalls Versuche mit Streptokokken an- 
gestellt, und zwar mit verschiedenen StSmmen: a) 1 Stamm 
Gr. Lichterfelde, b), c) und d) 3 Stammen, die wir der Liebens- 
wflrdigkeit des Herrn Dr. Hamm, Assistenzarzt an der 
Unversit&ts-Frauenklinik, verdanken. Diese 3 S tarn me waren 
samtlich aus Streptokokkenseptik&mien von WOchnerinnen 
herausgezOchtet und hatten die Eigenschaft, zu hfimolysieren. 

Wir geben im folgenden die Versuche wieder, Qber deren 
wesentlichste Ergebnisse der eine von uns (DoId) bereits im 
November 1911 im StraBburger med.-naturw. Verein (10), so- 
wie in seiner Monographic (11) Qber das Bakterienanaphyla- 
toxin kurz berichtet hat. 

In auffallendem Gegensatz zu den vollig negativen Er- 
gebnissen, zu denen P. Th. Mailer und Aronson ge- 
langten, erhielten wir bei unseren 18 Versuchen mit Strepto¬ 
kokken 7mal ein akut unter Kr&mpfen totendes Gift, und 2mal 
eine zwar Kr&mpfe, aber keinen Tod erzeugende Giftdosis. 
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Wir gewannen die Streptokokken, indem wir sie in 50 ccra Bouillon 
haltigen Erlenmeyerkolbchen kultivierten und dann aus den 1—14 Tage 
alten Kulturen die Streptokokken auszentrifugierten. Die Bodensatze wurden 
nach Abgufi der iiberstehenden Bouillon und Waschung mit physiologischer 
Kochsalzlosung stets mit 4 ccm frischem sterilen Meersehweinchen-Misch- 
komplement versetzt und stets vier Stunden lang bei 37° bebriitet. 
Hierauf wurden die Bakterien durch Zentrifugieren wieder entfernt und der 
klare Abgufl Meerschweinchen von ca. 200 g Gewicht intravenos injiziert. 


Tabelle I. 
Streptokokken. 




Bebriitet 

In- 

jizierte 

Menge 

Gewicht 


6 

Streptokokken 

mit 

Kom- 

plement 

Zeit 

des in- 
jizierten 
Meerschw. 

Wirkung 

i 

Stamm Gr. Lichterfelde 2-tiig. 
Bouillonkultur 30 ccm 1 ) 

4 ccm 

4 h 37° 

4 ccm 

200 

0 

2 

dgl. 50 ccm 

4 „ 

dgl. 

4 „ 

200 

t 3' 

3 

» 50 „ 

4 „ 

,7 

4 „ 

210 

0 

4 

„ 50 „ 

4 „ 


4 „ 

200 

0 

5 

u 50 ,, 

4 


4 „ 

190 

0 

6 

Stamm Hamm I 24-stiindige 
Bouillonkultur 50 ccm 

4 „ 


4 „ 

220 

f 2‘ 

7 

dgl. 25 ccm 



4 „ 

200 

0 

8 

„ 12 „ 

4 „ 

77 

4 „ 

210 

0 

9 

1 «> 5 „ 

Stamm Hamm II 24-stundige 
Bouillonkultur 20 ccm 

4 

.y 

4 „ 

210 

0 

10 

1 4 „ 


4 „ 

200 

Krampfe, 

erholtsich 

11 

dgl. 10 ccm 

'4 


4 „ 

220 

0 

12 

„ 5 „ 

4 

i ^ 

1 »> 

4 „ 

200 

f 2‘ 

13 

Stamm Hamm III 12-tiigige 
Bouillonkultur 25 ccm 

4 „ 

l 

4 ,, 

190 

+ 3' 

14 

dgl. 10 ccm 

1 4 „ 

77 

,4 

220 

Krampfe 

15 

»> 5 

4 

77 

'4 „ 

210 

t 3' 

16 

Stamm Hamm III 14-tagige 
Bouillonkultur 25 ccm 

4 .. 

i V 

<4 „ 

1 200 

0 

17 dgl. 10 ccm 

! 4 ;; 


4 

1 190 

t 4' 

18 

» 5 „ 

1 4 „ 

1 ” 

4 „ 

210 

t 3' 


Wie erkl&ren sich nun diese differierenden Versuchs- 
ergebnisse? Zun&chst mussen auch wir zugeben, daB wir 
bei unseren 9 ersten Versuchen (mit dem Stamm Gr. Lichter- 
felde und Stamm Hamm I) ebenfalls die Erfahrung machten, 
daB die Abspaltung des Giftes aus Streptokokken 
bedeutend schwerer als aus anderen Bakterien, 
z. B. den Pneumokokken erfolgt. Aber wir sahen dock 


1) D. h. der aus 30 ccm usw. auszentrifugierte Bodensatz. 
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immerhin unter 9 Versuchen 2mal das Auftreten eines akut 
unter Kr&mpfen to tenden Giftes, und in den folgenden Versuchen 
erhielten wir, wie aus der Tabeile ersichtlicb, das „Anaphyla- 
toxin “ sogar mit einer gewissen Regelm&Bigkeit. 

Vergleicht man unsere Versuchsanordnung mit der von 
Aronson, so ist zun&chst zu bemerken, daB, wfihrend 
Aronson gewaschene und im Vakuum getrocknete Strepto- 
kokkenmassen verwendete, wir die ausgeschleuderten, frischen, 
gewaschenen Streptokokken mit dem Komplement zusammen 
brachten. In den Versuchen von Aronson wurden die Strepto¬ 
kokken nur zwei Stunden, bei unseren Versuchen da- 
gegen vier Stunden lang bebrfltet. Dies kflnnte den Unter- 
schied unserer Versuchsergebnisse zum Teil bedingen, um so 
mehr als Aronson selbst in einer Randbemerkung mitteilt, 
dafi er neuerdings bei Anwendung von 0,1 g trockener Strepto¬ 
kokken und vier Stunden langer Bebrfltung mit 5 ccm 
Komplement ein unter Temperatursturz in 5 Stunden tfltendes 
Toxin erhalten hat. 

Die Versuche von Aronson wiirden also zeigen, daB 
eine 2-stflndige Bebrfltung der getrockneten Streptokokken 
mit Komplement nicht genflgt, um eine akut tfldliche Gift- 
dosis entstehen zu lassen und daB bei dem getrockneten 
Streptokokken material auch durch eine 4-stflndige Bebrfltung 
noch nicht genflgend fertiges „Anaphylatoxin" gebildet wurde, 
sondern nur eine genflgende Streptokokkenextraktmenge, welche 
das Tier innerhalb 5 Stunden tfltete (indem wahrscheinlich 
das Komplement des injizierten Tieres dieses geloste Strepto- 
kokkeneiweifi zu Anaphylatoxin abbaute). Auf die Frage der 
Bakterienextrakte und ihre Beziehung zum „Anaphylatoxin tt 
soil hier nicht nflher eingegangen werden. 

Die differierenden Versuchsresultate kSnnten sich weiterhm 
noch dadurch erklflren, daB mit verschiedenen Strepto- 
kokkenstammen gearbeitet wurde und daB sich die verschiedenen 
Stflmme bezflglich ihrer Fflhigkeit zur Anaphylatoxinbildung 
verschieden verhalten. Auch wir erhielten mit dem Stamm 
GroB Lichterfelde und dem Stamm Hamm I seltener positive 
Resultate wie mit den Stammen Hamm II und III. 

Die StSmme GroB Lichterfelde und Hamm I zeigten nur 
geringe, die Stflmme Hamm II und III dagegen starke h&mo- 
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lytische Wirkung. Mbglicherweise eignen sich die 
stark h&molysierenden St&mme besser zur Ab* 
spa 1 tung des Giftes. 

Auch haben wir den Eindruck gewonnen, daB zur Ge- 
winnung genOgender Giftmengen bei den Streptokokken relativ 
groBere Mengen notig sind als bei anderen Bakterien, und 
dafl eine Giftspaltung im allgemeinen leichter gelingt, bei 
alteren Kulturen (10—14 Tage alten) wie bei jflngeren, wobei 
alierdings berticksichtigt werden muB, daB eine altere Bouillon- 
kultur nicht bloB altere, sondern auch mehr Streptokokken 
enthalt wie eine junge Kultur. 

Versuohe mit Pilzsporen. 

Versuche mit Schimmelpilzen sind von Friedberger 
und seinen Mitarbeitern Goldschmid und Szymanowski 
mit positivem Ergebnis angestellt worden. Wir haben eben- 
falls solche Versuche unternommen und deren Resultate in 
der folgenden Tabelle II zusammengestellt. Zu bemerken ist, 
daB wir bei den in der Tabelle zusammengestellten Ver- 
suchen nur die Sporen, nicht das Mycel der Pilze, ver- 
wendeten. 

Tabelle 11. 


Aspergillus fumigatus und Peniciilium glaucutn. 


6 

'/U 

Pilzsporen 

Bebriitet 

Inji- 

zierte 

Menge 

Gewicht 
der inji- 
zierten 
Meerschw. 

Wir¬ 

kung 

mit Kom- 
plement 

Zeit 

1 

Asperg. fumigatus 3 Oesen 

4 com 

4 h 37 

4 ccm 

200 

0 

2 

yy 5> u M 

4 „ 

dgl. 

4 „ 

220 

0 

3 

4 

4 „ 

>y 

4 

210 

0 

4 


4 „ 

j» 

!4 „ 

190 

0 

5 

10 

4 „ 

yy 

14 „ 

180 

o 

fi 

„ ,, 1 Oese 

4 „ 

yy 

t4 „ 

200 

0 

7 

Penicillium glaucum 2 Oesen 

4 .. 

M 

4 „ 

200 

1 0 

8 

„ 4 „ 

4 

! yy 

! 4 „ 

210 

0 


Wie aus der obenstehenden Tabelle hervorgeht, erhielten 
wir weder aus Sporen der Aspergillus fumigatus noch 
des Penicillium glaucum ein „Anaphylatoxin“. Die 
Technik war dieselbe wie bei den friiheren Anaphylatoxin- 
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versuchen. Die Sporen wurden mit einer Platiodse dem 
Schimraelrasen entnommen und direkt in das frische Meer- 
schweinchenkomplement gebracht. Bebriitung und Injektion 
geschah wie bei den friiheren Versuchen. 

In dem Versuche von Friedberger und Gold- 
schmid (12) wurde „eine kleine Masse Aspergillus fumigatus 
von feuchtem Brot“ mit 4,0 normalem Meerschweinchenserum 
versetzt. Die Differenz der Versuchsergebnisse erklfirt sich 
wohl zwanglos damit, daB wir nur Pilzsporen auf ihre 
Fahigkeit zur Anaphylatoxinbildung priiften, wahrend die 
genannten Autoren auch das Pilzmycel bei ihren Versuchen 
mitverwendeten. 

Wir haben im folgenden eine Reihe weiterer wichtiger 
pathogener Bakterienarten auf ihre Fahigkeit, Anaphylatoxin 
zu bilden, untersucht, namlich den B. mallei, B. pestis, 
den Meningococcus, den Gonococcus, den B. para¬ 
typhi B, den B. pneumoniae Friedlander, den B. der 
Hiihnercholera, des Schweinerotlaufs, den Aktino- 
myces und die Hefe Busse. 

Die Technik war immer dieselbe wie bei den friiheren 
Versuchen, so daB sich eine nochmalige Beschreibung der- 
selben erfibrigt. 

* 

Versuche mit Paratyphus-B-Bacillen. 

Da der Paratyphus-B-Bacillus sich in mancher Beziehung 
anders verhalt als der Typhusbacillus, dessen Fahigkeit zur 
Anaphylatoxinbildung ja bekannt ist, hielten wir es fflr ange- 
bracht, auch den Paratyphus B auf seine Fahigkeit zur Bildung 
des Giftes zu untersuchen. 

Tabelle III. 


Paraty ph u s-B-Bacillen. 


1 

Bakterien- 

menge 

! Bebrutet 1 

! 

Injizierte 
, Menge 

i 

1 

Gewicht der 
injizierten 
Meerschw. 

1 "" 

Wirkung 

6 

Z 

mit Kom 
( piement 

Zeit 

i 

1 

4 Oesen 

I 4 ccm ! 

4- 37° 

4 coin 

200 

f 2' 

2 

0 .. 

4 * 

dgl. 

4 .. 

190 

t 3' 

3 

12 „ 

I 4 „ : 

M 

4 : 

210 

t 2' 

4 

4 „ 

, 4 „ 


4 .. 

200 

i t 3' 
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Wie aus der Tabelle III ersichtlich ist, gelingt es mit 
Leichtigkeit und grofier RegelmSBigkeit, ein akut wirkendes 
Gift aus den Paratyphus-B-Bacillen abzuspalten. Wir haben 
auch bei Gelegenheit anderer Versuche uns flberzeugen 
kbnnen, wie leicht und regelm&Big die Darstellung des Ana- 
phylatoxins aus Paratyphus-B*Bacillen gelingt. 

Versuche mit Rotz. 

Wir zogen des weiteren auch die Rotzbacillen in den 
Bereich unserer Untersuchungen. Wie aus der Tabelle III 
hervorgeht, gelingt es auch aus dem B. mallei mit Leichtigkeit 
und Regelmafiigkeit Anaphylatoxin abzuspalten. Besonders 
bemerkenswert ist Versuch 2 und 3, welcher zeigte, daB man 
selbst aus 6, ja 12 Monate alten Sammlungskulturen noch das 
Gift gewinnen kann. 


Tabelle IV. 
B. mallei. 


6 

fc 

Bak terien men ge 

1 

Bebriitet 

Inji- 

zierte 

Menge 

Gewicht 
der inji- 
zierten 
Meerschw. 

Wir- 

kung 

mit Kom- 
plement 

Zeit 

1 

6 Oesen 

4 ccm 

4- 87® 

4 ccm 

200 

t 3' 

2 

1 Schriigagarkult. ( 6 Mon. alt) 

4 „ 

dgl. 

4 „ 

210 

t 3' 

3 

1 (12 „ „ 

4 „ 


4 „ 

210 

t 3' 

4 

3 Oesen 

4 


4 „ 

i 190 

t 4' 

5 

1 Oese 

4 „ 

>> 

4 „ 

| 180 

t 3' 


Versuche mit B. pestis. 

Durch die Liebenswiirdigkeit von Herrn Dr. R o t h e r - 
mundt sind wir in den Besitz von abgetbteten Pestbacillen 
aus dem Berner Institut (Prof. Kolle) gelangt. Die Ba- 
cillen wurden uns in Form einer Aufschwemmung iibersandt. 
Leider konnten wir nicht in Erfahrung bringen, wie stark die 
Aufschwemmung war. Nach dem Aussehen der 5 ccm be- 
tragenden Suspensionsfliissigkeit vermuten wir aber, daB es 
sich um eine Aufschwemmung einer Schragagarkultur in 5 ccm 
Kochsalzlosung handelte. Da wir nicht quantitative Fragen 
zu losen hatten, vielmehr nur feststellen wollten, ob eine Ana- 
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phylatoxinbildung aus Pestbacillen erfolgt Oder nicht, war die 
St&rke der Aufschweraraung fflr uus zieralich belanglos. Die 
in der Tabelle V niedergelegten Versuche, die mit fallenden 
Mengen dieser Aufschwemmung angestellt wurden, beweisen 
jedenfalls, dafi die Abspaltung des Giftes aus Pestbacillen 
offenbar leicht und regelmSBig erfolgt. 

Vay (7) ist es in seinen Versuchen mit frischen und ge- 
trockneten Pestbacillen nicht so regelm&Big wie uns gelungen, 
ein akut tdtendes Gift aus Pestbacillen zu gewinnen. Unter 
7 Versuchen gelang es ihm nur zweimal eine Kr&mpfe er- 
zeugende und nur einmal eine akut tdtende Giftdosis zu 
erhalten. 


Tabelle V. 

B. peetis (abgetotet). 


.i 


Bebrutet j 

Inji- 

zierte 

Menge 

Gewicht 
der inji- 
zierten 
Meerschw. 

Wir- 

kung 

/ ; 

Bakterienmenge 

mit Kom- 
plement 

Zeit 

1 

] 2,5 ccm einer Aufschwemmung 
i von Pestbacillen 

i 

2,5 ccm 

4 h 37° 

4 ecm 

200 

t 2' 

•> T o 

1 » 

dgl. 

3,0 „ 

dgl. 

4 „ 

200 

t 2' 

3 0,5 


3>3 ,, 


4 .. 

180 

t 3' 


Versuche mit Meningokokken. 

Die folgenden Versuche wurden mit Meningokokken her- 
gestellt. Bei 3 Versuchen gelang es nur einmal, ein akut 
totendes Gift abzuspalten. Immerhin — es gelang, und die 
Feststellung der Tatsache als solcher bildete den Hauptzweck 
unserer Versuche. 

Tabelle VI. 


Meningokokken. 


1 

Bakterien¬ 

menge 

Bebriitet 

j Injizierte 

1 Menge 

i 

Gewicht der 

1 

Sj 

mit Kom- 
plement 

Zeit 

injizierten 

Meerschw. 

Wirkung 

1 ! 

6 Oesen 

4 ccm 

4 h 37° 

! 4 ccm 

200 j 

i 

0 

2 

4 " 

4 „ 

dgl. 

1 4 „ 

200 ! 

t 3' 

3 

; 2 „ 

4 „ 

>> ! 

4 „ i 

210 

0 
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Versuche mit Gonokokken. 

Die zu diesen Versuchen verwendeten Gonokokken waren 
uns in liebenswfirdiger Weise von dem Krdlschen Labora- 
torium in Wien zur Verfflgung gestellt worden. Wie aus der 
Tabelle VII ersichtlich, gelingt es bei den Gonokokken offen- 
bar leichter und regelm&Biger als bei den ihnen in mancher 
Beziehung so verwandten Meningokokken, eine genfigende 
Anaphylatoxindosis zu erhalten. In 3 Versuchen mit Gono¬ 
kokken gelang es dreimal, ein akut tbtendes Gift zu gewinnen. 


Tabelle VII. 
Gonokokken. 


© 

to 

Bakterien- 

menge 

Bebriitet 

Injizierte 

Menge 

i 

i 

Gewicht der 
injizierten 
Meerechw. 

Wirkung 

mit Kom- 
plement 

Zeit 

1 

5 Oesen 

4 com 

4 h 37° 

4 ccm 

200 

f 2* 

2 

! 4 » 

4 „ 

dgl. 

4 „ 

! 190 

t 3' 

2 

2 „ 

4 „ 

1 

i 

4 „ 

200 

t 3' 


Versnohe mit B. pneumoniae Friedl&nder. 

Zu den Bakterien, welche mit fast absoluter RegelmSBig- 
keit beim Zusammenbringen mit frischem Meerschweinchen- 
serum ein akut tbtendes Gift entstehen lassen, gehbrt der B. 
pneumoniae Friedlander, wie aus der folgenden Ta¬ 
belle VIII hervorgeht, wo alle 4 Versuche positiv ausfielen. 

Wir haben uns auch bei Gelegenheit anderer Versuche, 
die nicht in die Tabelle aufgenommen sind, wiederholt davon 
fiberzeugen kSnnen, wie sicher die Abspaltung des Giftes aus 
dem B. pneumoniae Friedlander gelingt. 


Tabelle VIII. 


B. pneumoniae Friedlander. 



Bakterien - 
menge 

1 Bebriitet 

Injizierte 

Menge 

Gewicht der j 


o 

to 

mit Kom- 
plement 

1 ’ 

Zeit 

injizierten 

Meerschw. 

Wirkung 

1 

6 Oesen 

4 ccm 

4 k 37° 

4 ccm 

210 

t 2' 

2 

4 » 

4 .. 

dgl. 

4 „ 

200 

t 4' 

3 

2 „ 

4 „ 

i >» 

4 ” 

200 

t 3' 

4 

3 „ 

4 , 

: 

4 „ 

200 

t 3* 
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Versuohe mit dem Bacillus der Huhneroholera. 

Wir untersuchten nun weiterhin auch einige Erreger von 
Tierseptikamien, und zwar zuerst dieBacillenderHtihner- 
cholera. Auch bei ihnen gelingt es mit ziemlicher Regel- 
mSBigkeit, eine genttgende Anaphylatoxindosis abzuspalten, wie 
aus Tabelle IX hervorgeht, wo unter 4 Versuchen 3 positiv 
ausfielen. 


Tabelle IX. 

B. der Hiihnercholera. 


o Bakterien- 
Z raenge 


1 

2 

3 

4 


3 Oesen 

4 „ 

4 „ 


j Bebriitet 

1 

| Injizierte | 
j Menge 

!mit Kom- 
| plement 

Zeit 

4 ccm I 

4" 37° 

4 ccm 1 

! 4 „ l 

dgl. 

4 „ j 

, 4 ' 

JJ 

4 „ ; 

4 „ , 

yy 

, 4 „ 1 


Gewicht der 
injizierten 
Meerschw. 


Wirkung 


200 f 3' 

190 i f 4' 
210 12 * 

200 0 


Versuohe mit SchweinerotlaufbaciUen. 

Wie die Hflhnercholerabacillen, so zeigten sich auch die 
Bacillen des Schweinerotlaufs in unseren Versuchen sehr ge- 
eignet zur Anaphylatoxiugewiunung. Von den in Tabelle X 
wiedergegebenen Versuchen fielen s&mtliche positiv aus. 


TabeUe X. 

SchweinerotlaufbaciUen. 


6 

'A 

Bakterien- 

raenge 

1 Bebriitet j _ .. . 

Imi7.iArtp 

Gewicht der 
infizierten 
Meerschw. 

Wirkung 

mit Kom- 
j plement 

Zeit | ^ en ^ e 

1 

4 Oesen 

1 4 ccm 

4 h 37° | 4 ccm 

180 

- 

3' 

2 

4 „ 

1 4 ,. 

1 dgl. ' 4 „ 

200 

- 

3' 

3 

2 „ 

1 4 „ 

A 

yy ^ j) 

210 

- 

• 5' 

4 ! 

5 „ 

1 4 „ 

4 

M ’ !) 

200 

* 

4' 


Versuohe mit Hefezellen. 

Wir legten uns weiterhin die Frage vor, ob es mdglich 
ist, auch aus Hefezellen das Anaphylatoxin abzuspalten 

14* 
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und benfltzten fflr diese Versuche die Hefe Busse, die sich 
ja leicht auf gewdhnlichem Schrfigagar kultivieren l&Bt. Wie 
die Tabelle XI zeigt, gelingt es in der Tat, auch aus Hefe- 
zellen durch Zusammenmischen mit frischem Meerschwein- 
chensernm ein akut tbtendes Gift abzuspalten. 


Tabelle XI. 
Hefe Busse. 


6 

Bakterien- 

menge 

1 * ■ ' v - * ^ 

1 Bebriitet i 

Injiz.ertel^;2L de r 

Me "e e 1 SShw 

! i 

Wirkung 

mit Kom- 
plement 

Zeit 

1 

2 

12 Oesen 

6 „ 

4 ccm 

4 „ 

4 b 37° 
dgl. 

1 4 ccm 200 

1 4 „ 200 

t 4' 

0 


Versuohe mit Aktinomyees. 

Schliefilich haben wir noch Versuche mit Actinomyces 
bovis angestellt Aktinomyceskolonien wurden von einer Schr&g- 
agarkultur abgehoben, im Morser zerrieben und mit etwas 
physiologischer KochsalzlOsung aufgeschwemmt. Das so ge- 
wonnene Material wurde mit frischem Meerschweinchenserum 
gemischt und in der tlblichen Weise bebriitet. Unter zwei 
Versuchen gelang es einmal, das typisch wirkende Anaphyla- 
toxin zu erhalten, wie aus der Tabelle XII hervorgeht. 


Tabelle XII. 
Aktinomyees. 


6 

Bakterien 

Bebriitet 

Inji- 

zierte 

Menge 

Gewicht 
der injiz. 
Meerschw. 

Wir¬ 

kung 

mit Koin- 
plement 

Zeit 

1 

Im Morser zerriebenes Ak- 

! 


1 




tinom veesmaterial 

! 4 ccm 

4 h 37° 

|4 ccm 

i 100 

f 4' 

2 

dgl. 

4 „ 

dgl. 


I 200 

0 
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ZusammenfassuDg. 

Ueberblickt man die Ergebnisse unserer Versuche 1 ), so 
springt vor allem die durchgehende Regelm&fiigkeit in 
die Augen, mit der die von nns untersucbten verschiedenen 
Bakterienarten das Anaphylatoxin lieferten. Nimmt man die 
Ergebnisse friiherer Untersuchnngen hinzu, so ist man wohl 
berechtigt zu sagen, daB die von Friedberger zuerst bei 
Typhusbacillen und einigen anderen Bakterien gemachte Ent- 
deckung des „Bakterienanaphylatoxins“ in der Tat die von ihm 
vermntete allgemeine Giltigkeit und Bedeutung 
fflr die Bakterien fiberhaupt hat. 

Die Unterschiede, welche zwischen den einzelnen Bak¬ 
terien beztiglich der Leichtigkeit, mit der sie das Gift bilden, 
vorbanden sind, sowie die noch bestehenden Differenzen in 
den Versuchsergebnissen einzelner Autoren treten hinter dieser 
wichtigen Tatsache zurflck. 

Entgegen den Erfahrungen von P. Th. Milller und 
Aronson fanden wir, daB die Streptokokken keine Aus- 
nahme von der Regel bilden, indem bei ihnen die Bildung 
des Giftes zwar im allgemeinen schwerer als beim Durch- 
schnitt der Bakterien gelingt, aber doch immerhin gelingt 
(in unseren Versuchen in ca. 50 Proz. der Ffille). 

Die mdglichen Ursachen der Differenz der Versucbs- 
ergebnisse von P. Th. Mtiller und Aronson einerseits und 
uns andererseits haben wir oben diskutiert. 

Die einzigen Mikroorganismen, bei denen uns eine Gift- 
gewinnung bei Anwendung der tiblichen Methode bis jetzt 
nicht gelang, waren die Pilze, und zwar die Pilzsporen von 
Penicillium glaucum und Aspergillus fumigatus. 

Aus alien anderen Mikroorganismen, die wir 
untersuchten (Streptokokken, Paratyphus B, Me- 
ningokokken, Gonokokken, B. pestis, B. pneumo- 

1) Anmerkung bei der Korrektur: In neueren Vereuchen ge¬ 
lang es uns, auch aus den Spirochaten. der Huhnerspirillose und 
der russischen Recurrens das ,,Anaphylatoxin" abzuspalten. 
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niae FriedlSnder, B. mallei, B. der Htihner- 
cholera, B. des Schweinerotlaufs, Hefe Busse, 
Aktinomyces, Spirochaten der HQhnerspirillose 
und der russischen Recurrens) er hi el ten wir mit 
ehr oder weniger groBer Regelm&Bigkeit das 
ift. 
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Nackdruck verboten. 

[Aus der Mediziniscben Klinik zu Heidelberg.] 

Bemerknng zu der Arbeit Ton Me Intosh, Fildes and 
Dearden: Salt fever and the treatment of Syphilis by “ 606 ” 

(Bd. 12 dieser Zeitschrift). 

Von Dr. H. Freund, Assistenten der Klinik. 

Mit 1 Kurve im Text. 

(Eingegangen bei der Kedaktion am 4. April 1912.) 

In Bd. 12 dieser Zeitschrift haben McIntosh, Fildes 
und Dearden eine Arbeit verSffentlicht: Salt fever and the 
treatment of Syphilis by “606”. Auf Grund ihrer Beobach- 
tungen (am Menschen) kommen sie dabei zu folgendem 
SchluBsatz: „ Kochsalzfieber verdankt seine Entstehung dem 
Vorhandensein der in der angewandten Losung vorkommenden 
Bakterien.“ 

Gegen die Richtigkeit dieses Satzes, der eine Ablehnung 
aller bisherigen Arbeiten fiber das Kochsalzfieber enthalt, habe 
ich dreierlei Beobachtungen anzufiihren: 

1) In der von den Verfassern zitierten Arbeit 1 2 ) habe ich 
eine grfifiere Zahl von Versuchen angefiihrt, in denen ich die 
„Entgiftung“ meiner Kochsalzlosungen zeigen konnte (so z. B. 
18 eindeutige Versuche mit Ringer). Ich bin mit den Ver¬ 
fassern der Ansicht, dafi die gelegentlich beschriebenen Ffille 
von Fieber durch Ringersche Flfissigkeit*) auf einer Bakterien- 
beimengung beruhen. Das hat aber mit dem Kochsalzfieber 
und seiner Entgiftung nichts zu tun. Im fibrigen geht auch 
schon aus den ganz regelmfifiigen, sehr hohen Temperatur- 
steigerungen, welche die Verfasser in gleicher Weise nach 


1) H. Freund, Kochsalzfieber. Arch. f. exp. Path. u. Pharmak., 
Bd. 65, 1911. 

2) H. Freund und E. Grafe, Stoffwechseluntersuchungen bcim 
experimentellen Kochsalzfieber. Ibidem, Bd. 67, 1911. 
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Kochsalz und each Ringer beobachteten und die den bis- 
herigen Untersuchungen beim Erwachsenen nicht entsprechen, 
hervor, daB ihre zuerst verwandten LOsungen auBergewdbnlich 
stark bakterienhaltig waren. 

2) Ich kann im folgenden fiber 10 Versuche an friscben 
Kanincben berichten, denen 25 ccm 1-proz. Kochsalzldsung 
aus dreifach destilliertem Wasser sofort nacb der Sterilisation 
intravends injiziert worden war. 


Tabelle I. 


Kan. No. 

Gewicht 

Tem peratursteigeru ng 

i 

1500 g 

1 +0,6° 

2 

2200 „ 

+ 0,7° 

3 

1700 „ 

+ 0,7° 

4 

2500 „ 

+ 0,7° 

5 ! 

1800 „ 

+ 0,8° 

6 

2200 „ 

+ 0,8° 

7 

, 2200 „ 

+ 0,9" 

8 

2400 „ 

+ 0,9° 

9 

2500 „ 

+ 1.2" 

10 

1100 „ 

— 1,3° 


Das heiBt also: in 4 Fallen fragliche Temperatursteigernng, 
in 5 Fallen Fieber, in 1 Fall (kleinstes Tier) Kollaps. Die 
durchschnittliche Temperatursteigernng von +0,85° liegt 
niedriger, als in meinen frfiheren Versuchen (Durcbschnitt aus 
100 Versuchen +1,2°); doch komrat in dieser Durchschnitts- 
zahl die schwerste Einwirkung — der Kollaps bei Tier 10 — 
nicbt zum Ausdruck. Die Tatsache des Kochsalzfiebers beim 
Kaninchen scheint mir demnach aufier Zweifel zu stehen. 

3) SchlieBlich ware meines Erachtens das Fieber, das 
L. F. Meyer nach Kochsalzdarreichung per os bei Kindern 
beobacbtet bat und seine Verhfitung durch Calcium ganz 
unerkiarbar, wenn es sich um bakterielle Einflflsse irgend- 
welcher Art bandelte. Icb kann hierzu eine Beobachtung 
fiber Kochsalzfieber per os bei einem Typhusrekonvaleszenten 
mit einer fast monothermen Temperaturkurve beibringen, der 
auf 20 g Kochsalz per os eine Temperatursteigerung bekam, 
die ausblieb, als er statt dessen 18 g NaCl + 1 g CaCl 2 -f* 
1 g KC1 erhielt. 
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Erankengeschichte: C. M., 27 Jahre, klinisch und bakteriologisch 
aicherer Typhus abdominalis; entfiebert vom 26. IX.—1. X. 1911, dann 
Rezidiv vom 1.—11. X. 1911; nachher dauerod fieberfrei; gewohnliche Kost 
eeit 23. X., steht aui seit 25. X. 

Erhalt am 3. XI.: 15 g NaCl\ in Wasser per os (um 6 Uhr morgens 
am 16. XI.: 20 g NaClf niichtern), 

am 20. XI.: 20 ccm physiologische Kochsalzlosung subkutan, 
am 22. XI.: 18 g NaCl + 1 g CaCI., -fig KC1 per os. 

Wird am 22. XI. abends entlassen. 

Aus dem Angefuhrten geht meines Erachtens mit Sicher- 
heit hervor, daB es ein Fieber durcb reine Koch salz- 
wirkung in der Tat gibt. Der erwachsene Mensch ist wohl 
allerdings fflr eine Entscheidung dieser Frage ein ungeeignetes 
Versuchsobjekt. 
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Nachdruek verboten. 

[Aus dem Department of Experimental Therapeutics, Cornell 
University Medical School, New York City, U.S.A.] 

Bemerkangen znr Arbeit ron Dr. P. Kuschakoff, ,,Zur 
Frage fiber die Verwertang der Widerstandsffihigkeit 
mensehlleher Erytbrocyten gegenfiber Cobragift ffir die 
Diagnose der Syphilis". 

Von Riohard Weil, New York. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 11. April 1912.) 

In Band XII, Heft 5 der Zeitschrift fflr ImmunitAts- 
forschung erschien eine Arbeit von Herrn Dr. Kuschakoff, 
der auf Veranlassung und unter der Leitung von A. von 
Wassermann eine vergleichende Untersuchung der von mir 
beschriebenen Cobragiftreaktion mit der bekannten Wasser- 
mannschen Komplementbindungsmethode unternahm. Es 
gereicht mir zur grofien Freude, dad von so autoritativer Seite 
die Beobachtung bestatigt wird, „daB das Phanomen der 
Hemmung der Hamolyse bei einem bedeutenden Teile der 
Syphilisfalle vorhanden ist“; desto mehr halte ich es ffir an- 
gezeigt, einige, wie es mir scheint, hochst wichtige Schlufi- 
folgerungen des Verfassers kritisch zu beleuchten. 

Dr. Kuschakoff sagt am Ende seiner Arbeit, er sei 
zur „Ueberzeugung gelangt, daB, ohne gleichzeitige Kontrolle 
durch die Wassermannsche Reaktion, die Reaktion mit 
Cobragift keinen praktischen Wert besitzt* 4 . Wenn wir nun die 
Tabellen, die er veroffentlicht, sorgf&ltig durchsehen, so finden 
wir merkwurdigerweise unter 67 untersuchten Fallen zweifel- 
loser Syphilis, nur 28 mit Wa.R. positiv reagierten, wahrend 
32 auf Cobra reagierten, also 41 Proz. gegen 48,5 Proz. *). 

1) Merkwurdigerweise hat sich dieses Verhaltnis zwischen den Zahlen 
der Wa.R. positiven und den Co.R. positiven Fallen, also 7:8, fast absolut 
prozentisch wiederholt in einer unlangst von Schwartz erechienenen 
Arbeit. Unter 357 untersuchten Fallen sieherer Lues fand er 218mal po¬ 
sitive Wa.R., 241mal positive Co.R., also 7:8. Anders ausgedriickt gab 
es 61,1 Proz. YVa.R. + gegen 67,5 Proz. Co.R. +. Die niedrige Zahl der 
positiven Reaktionen in diesen beiden Serien liifit sich dadurch erklaren, dafl 
beide einen ziemlich grofien Prozentsatz alter latenter Falle enthalten. 
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Unter diesen 32 Fallen, die positiv gegen Cobra reagierten, 
waren 16, also gerade die H&lfte, gegenflber Wa.R. auch positiv, 
wahrend 16 eine negative Wa.R. zeigten. Es ist ja ohne 
weiteres klar, daB in diesen letzten 16 Fallen der Verfasser 
ganz sicher die Reaktion ohne gleichzeitige Kontrolle ver- 
mittels der Wa.R. zu beurteilen vermag, denn in alien diesen 
Fallen versagte letztere. In derselben Weise sieht man in 
Tabelle VI, daB unter den 15 Fallen, die vor 8—12 Jahren 
infiziert waren, die Wa.R. in 4 Fallen ein positives, in 11 
Fallen ein negatives Resultat ergab, wahrend die Cobrareaktion 
in 9 Fallen positiv, in 6 Fallen negativ war. Wenn man nun 
Rflcksicht darauf nimmt, daB unter 21 Kontrollen die Co.R. 
in keinem Falle (siehe unten) ein positives Resultat ergab, 
so scheint es wenigstens etwas gezwungen, die Wa.R. als 
nCtige Kontrolle zu beschreiben. 

Weiter schreibt Verfasser, daB in „einem Falle von Tuber- 

knlose.die Cobragiftreaktion positiv war. Es ist also 

ihre Spezifitat nicht genflgend“. Was diesen Fall angeht, so 
mdchte ich nur darauf hinweisen, daB in demselben (Tabelle 
XIII, Fall 10) die Reaktion nur 1 Stunde lang beobachtet 
war, wahrend es n8tig ist, die nach 1 Stunde registrierten 
Reaktionen nie als endgflltige zu betrachten, sondern immer 
nach 24 Stunden zu revidieren, wie auch vom Verfasser (vgl. 
Tabelle XIII, Fall 4) anerkannt worden ist. 

DaB die Co.R. in vielen Fallen, so in 8 Fallen von Ks. 
Serie, „bei welchen die Patienten intensiv behandelt worden 
sind, und die Wa.R. negativ geworden ist“, immer noch positiv 
ausfailt, gebe ich gerne zu und habe auf diese Tatsache sogar 
als den speziellen Vorteil dieser Methode in tneiner ersten 
Mitteilung aufmerksam gemacht. Es ist doch von vielen Seiten 
betont worden, daB die Wa.R. negativ ausfallen kann nach 
begonnener Behandlung, zu einer Zeit, wo die Lues so wenig 
als geheilt angesehen werden darf, daB sogar frische Mani- 
festationen, z. B. Hautausschlage, sich zeigen. 

Endlich darf ich vielleicht hinzufiigen, daB von mehreren 
Forschern in Amerika die zwei Reaktionen jetzt in vielen 
Hnnderten von Fallen verglichen worden sind, und daB flber- 
einstimmend gefunden worden ist, daB die Cobragiftreaktion 
spezifisch fflr Lues ist und dafi die Resultate prozentualiter 
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wenigstens so gut wie bei der W&.R. sind, gerade so wie sich 
dieses Faktum in der Serie des Herrn Dr. Kuschakoff 
geltend roacht. Es scheint die Cobrareaktion, ini Gegensatz 
zu den Behauptungen Es. eben in den F&llen den grbBten 
Wert als kliniscbes Hilfsmittel zu besitzen, wo die Wa.R. im 
Stich lfifit. 

Das Wichtigste dabei ist eigentlich nicht, daB man hier 
ein neues Diagnostikum zur Hand hat, sondern daB, soweit 
ich weifi, zum ersten Male eine spezifische biochemische 
Ver&nderung der Korperzellen, statt des Serums ats Folge 
einer Infektionskrankheit nachgewiesen worden ist. Vielleicht 
kommt man auch auf diese Weise zu einer Erklarung der 
biologischen Resistenz der Erythrocyten in Carcinomfailen 
gegen die Isolysinen, wie ich sie im Jahre 1908 beschrieben 
habe, und wie sie in letzter Zeit auch von Burger nachge¬ 
wiesen worden ist. Weiteres iiber dieses Thema lafit sich hier 
naturlich nicht ausfiihren, und ich muB mich mit einem Hin- 
weis auf meine diesbeziiglichen Arbeiten begnugen. 

Zusammenfassung. 

Aus der Arbeit von Dr. Kuschakoff geht hervor, 
1. daB die Cobragiftreaktion spezifisch fiir Lues ist; 2. daB sie 
eine wichtige Erganzung der klinischen Hilfsmittel darbietet, 
indem sie gerade in den Fallen, wo die Wa.R. im Stich l§Bt, 
die Diagnose feststellen kann. 

Literatur. 

1) Biirger, Zeitschr. f. exp. Pathol, u. Therapie, Bd. 10, 1912, p. 2. 

2) Schwartz, N. Y. Med. Journal, 1912, Jan. 6. 

3) Weil, Arch, of Int. Med., 1908, Jan. 

— Journ. of Med. Research., Vol. 19. 1908, p. 2. 

— Journ. of. Infect. Diseases, Vol. 6, 1909, p. 5. 
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Ueber Immunlsierung mlt ambozeptorbeladenen Blut- 

kbrperchcn. 

Von Dr. Earl Altmann. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 12. Februar 1912.) 

Die Untersucbungen*), fiber die ich mir im folgenden zu 
berichten erlaube, nehmen ihren Ausgangspunkt you der durch 
Friedberger und Moreschi 2 ) festgestellten interessanten 
Tatsache, daB die hamolytische Wirkung der Immunsera durch 
Antisera, welche durch Immunisieren mit dem Serum der 
ambozeptorspendenden Tierart gewonnen sind, eine erhebliche 
Beschleunigung und Verst&rkung erfShrt. Auf Grund der 
durch Friedberger und B e z z o 1 a *) erfolgten weiteren 
Analyse des Ph&nomens geht man wohl nicht fehl in der An- 
nabme, daB durch Vermittlung der Antikbrper des EiweiBanti- 
serums eine verst&rkte Zuleitung resp. Bindung des Kom- 
plements an die ambozeptorbeladenen Blutkdrperchen bewirkt 
wird, daB dementsprechend der an die Erythrocyten gebundene 
Ambozeptor seinerseits befahigt ist, geeignete EiweiBantikorper 
zu binden, ein Vorgang, den Moreschi 4 ) in gleicher Weise 
filr die agglutinierende Serumwirkung feststellen konnte und 
treffend als Kettenbindung bezeichnet hat. Im Prinzip waren 

1) Die vorliegenden Untereuchungen sind bereits vor langerer Zeit 
abgeschlossen. Ihre Publikation ist durch iiuBere Ureachen verzogert worden. 
Ueber einen Teil der Ergebnisse hat bereits Sachs auf der zweiten Tagung 
der freien Vereinigung fur Mikrobiologie kurz berichtet. Cf. Centralbl. f. 
Bakt., Ref., Bd. 42, 1908, Beiheft. 

2) E. Friedberger und C. Moreschi, Centralbl. f. Bakt., Bd. 45, 
Heft 4, p. 346. 

3) E. Friedberger und C. Bezzola, Centralbl. f. Bakt., Bd. 46, 
Heft 5, p. 412. 

4 ) C. Moreschi, Centralbl. f. Bakt., Bd. 46, p. 49 u. 456. 

Zettfcchr. f. lmmonitstsforechung. Orig. Bd. XIII. 15 
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derartige Beeinflussungen des Ambozeptors durch AntikSrper 
schon frflher bekannt durch die Auffindung der immunisatorisch 
erzeugten Antiambozeptoren, die auf Grand der Untersuchungen 
von Pfeiffer und Friedberger 1 ), Bordet 2 ), Ehrlich 
und Sachs 8 ) gleichfalls als AntikSrper aufzufassen sind, welche 
durch das dem ambozeptorhaltigen entsprechende Normalserum 
erzeugt werden kdnnen. Der Unterschied zwischen den beiden 
Erscheinungskomplexen besteht nur darin, daB in dem Falle 
der Antiambozeptoren die Wirkung der Antikbrper auf die 
beladenen BlutkOrperchen eine Hemmung resp. Aufhebung 
der H&molyse zur Folge hat, im Falle der Friedberger- 
Moreschischen Antikbrper aber eine Beschleunigung und 
VerstSrkung der Hamolyse resultiert. Ob Antiambozeptoren 
oder beschleunigende Immunstoffe entstehen, das dflrfte wohl, 
worauf bereits Sachs hingewiesen hat, von der Herkunft der 
Blutkorperchen und des Ambozeptors, also von der Zusammen- 
setzung des hamolytischen Systems und damit von der zur 
Antikorperbildung benutzten Tierart abhangen. So entstehen 
bei Verwendung des meist benutzten Hammel- oder Rinder- 
blutes, wobei der Ambozeptor vom Kaninchen stammt, durch 
Immunisieren von Ziegen mit Kaninchenserum in der Regel 
Antiambozeptorwirkungen, dagegen tritt das Friedberger- 
Moreschische Phanomen ein, wenn Kaninchenblut benutzt 
wird, der hamolytische Ambozeptor von der Ziege gewonnen 
ist und das Antiserum vom Kaninchen auf die Injektion von 
Ziegenserum gebildet wird. In beiden Fallen aber handelt 
es sich um AntikSrper, welche auf die ambozeptorbeladenen 
Blutzellen wirken. Auf Grand der der Seitenkettentheorie 
entsprechenden Prinzipien war nun zu erwarten, daB die anti- 
kSrperbindende Funktion auch in diesem Falle mit der Fahig- 
keit, Antikorper im Organismus auszulosen, kombiniert ist, 
und um dieses experimentum crucis ffir die oben erorterte 
Auffassung zu erbringen, muBte aus technischen GrOnden das 
von Friedberger und Moreschi zur Demonstration der 
beschleunigenden Antikorperwirkung verwendete hamolytische 

1) R. Pfeiffer und E. Friedberger, Deutsche med. Wocheuschr., 
1905; Centralbl. f. Bakt., Bd. 41, 1906, Heft 2. 

2 ) J. Bordet, Ann. de l’lnst. Pasteur, T. 18, 1904. 

3) P. Ehrlich und H. Sachs, Berliner klin. Wochenschr., 1905, 
No. 19 und 20. 
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System besonders geeignet erscheinen. Wollte man n&mlich 
in dem vorliegenden Falle die Identit&t von antikorperbindender 
und antikbrperbildender Qualit&t fflr die Antiambozeptoren er- 
weisen, so wflrde es sich darum handeln, grSBere Tiere (Ziegen) 
mit grbBeren Mengen ambozeptorbeladener Blutkbrperchen 
vorzubehandeln. Bei dem Beschleunigungsphanomen ergibt 
sich aber als Forderung, Kaninchen mit ambozeptorbeladenen 
Kaninchenblutkorpercben zu immunisieren, wobei nur der 
Ambozeptor von der Ziege stammt. Ich babe daher diese 
Kombination zur Entscheidung der Frage gewahlt. 

Wenn man annehmen darf, daB die durch grundlicbes 
Waschen mit physiologischer Kochsalzlosung von anhaftenden 
Serumspuren befreiten ambozeptorbeladenen Kaninchenblut- 
korperchen ihre antigene Funktion im Kaninchenorganismus 
lediglich dem gebundenen Ambozeptor verdanken, so ist diese 
Versuchsanordnung vielleicht auch insofern von Interesse, 
als sich aus ihren Ergebnissen gewisse SchluBfolgerungen 
in bezug auf die oft diskutierte Frage nach der Rolle der 
Ambozeptoren als EiweiBantigene ziehen lassen. Von diesem 
Standpunkte aus erschien es von Interesse, die durch Vor- 
behandlungvon Kaninchen mitambozeptorbeladenem Kaninchen- 
blut gewonnenen Immunsera nicht nur auf ihre h&molyse- 
beschleunigende Wirkung zu prfifen, sondern sie auch auf etwa 
entstandene prSzipitierende resp. komplementbindende Anti- 
korper zu untersuchen. Denn wenn man die Antigene der 
im allgemeinen als EiweiBantikbrper zusammengefaBten Immun- 
stoffe als eiweiBartig auffaBt, so erscheint bei positivem Aus- 
fall der Immunisierungsversuche der SchluB berechtigt, daB 
auch die zur Vorbehandlung benutzten ambozeptorbeladenen 
Blutzellen selbst eiweiBartige Antigene enthalten mflssen, und 
die Versuchsanordnung hatte dementsprechend nur dafflr Sorge 
zu tragen, daB bei der Sensibilisierung des Blutes die nicht 
ambozeptorartigen Antigene nach Mbglichkeit entfernt wurden. 

Die AusfQhrung meiner Versuche gestaltete sich demnach 
folgendermaBen: 

80 ccm Kaninchenvollblut, serumfrei gewaschen, wurden in 2000 ccm 
physiologischer Kochsalzlosung suspendiert und mit 60 ccm des hiimo- 
lytischen Immunserums (von der Ziege durch Injektion von Kaninchen- 
blutkdrperchen erhalten) l‘/ 4 Stunde bei 37° digeriert. Darauf dreimaliges 
Waschen mit physiologischer Kochsalzlosung und zwar das erste Mai mit 

15* 
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1000 ccm (W'aschfliiesigkeit A), das zweite Mai mit 1000 ccm (Waschfliissig- 
keit B), das dritte Mai mit 100 ccm (Waschfliissigkeit C). Nach deni vierten 
Zentrifugieren wird das Sediment in 80 ccm physiologischer Kochsalzlosung 
aufgenommen. Davon erbalt Kaninchen 1 30 ccm, Kanincben 2 30 ccm, 
Kanincben 3 20 ccm intraperitoneal. Yor der lnjektion der beladenen 
BlutkSrperchen wurden die Waschfliissigkeiten auf etwaigen Gebalt an 
Ziegeneiweifi gepriift. Es zeigte sich, dafi bereits nach dem zweiten Waschen 
die Wascbflussigkeit (B) mit einem durch lnjektion von Ocbscnserum er- 
zeugten Antiserum, welches noch mit einer 10000-fach verdiinnten Ldsung 
von Ziegenserum deutliche Prazipitation gab, nicht mehr reagierte, trotzdem 
wurden, um jeden Einwand, dafi das injizierte ambozeptorbeladene Blut 
etwa nicht ganz serumfrei gewaschen set, 2 Kaninchen (4 und 5) mit je 
40 ccm der Wascbflussigkeit C intraperitoneal injiziert. 

15 Tage nach der lnjektion wurde Serum zur Prufung auf Anti- 
kdrperbildung entnommen. Die Tiere erhielten darauf eine zweite lnjektion 
gleicher Men gen des in derselben Weise herges tell ten Materials. 11 Tage 
spater wurden samtliche Tiere entblutet. Ein 6. Kanincben wurde mit 
30 ccm Kaninchen blut vorbehandelt, das mitnormalem Ziegenserum in ent- 
sprechender Weise wie das mit Immunsenim beladene Blut hergestellt war ‘). 

Ueber die Eigenschaften der von den 6 Kaninchen ge- 
wonnenen Sera sei im folgenden kurz berichtet. 

I. Prazipitation. 

Die Prfifung auf prSzipitierende F&higkeiten erfolgte 
derart, dafi je 1 ccm verschiedener Ziegenserumverdflnnungen 
mit je 0,1 ccm der einzelnen Sera unterschichtet wurden. Die 
Starke der Ringbildung ist in der folgenden Tabelle mit 
-f++, -f-+ und -f notiert. Da nach der zweiten lnjektion 
nur eine unwesentliche Steigerung der PrSzipitationskraft nach- 
zuweisen war, begntige ich mich damit, in der Tabelle die 
nach der zweiten lnjektion erhaltenen Resultate wiederzugeben. 


Tabelle I. 


Verdiinnungs- 
grad des Zi^en- 
serums 

Prazipitierende Wirkung von 04 Kaninehenserum auf 
1,0 ccm verdiinnten Ziegenserums 

Kan. 1 

Kan. 2 

Kan. 3 

Kan. 4 

Kan. 5 

Kan. 6 

10 

_ 

_ 

_ 

0 

0 

0 

100 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

0 

0 

0 

1000 

++ 

+ + 

+ + 

0 

0 

0 

10000 

+ 

+ 

! + 

0 

0 

0 

oo 

0 

0 

1 0 

0 

0 

0 


1) Ein 7., mit dem letztgenannten identisches Versuchstier ging vor- 
zeitig ein, so dafi das Serum nicht zur Untersuchung gel an gen konnte. 
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Aus der Tabelle ergibt sich, dafi die Kaninchen 1, 
2 and 3, d. h. s&mtliche mit dem ambozeptor¬ 
beladenen Kaninchenblut vorbehandelten Tiere 
PrSzipitine gegen Ziegenserum gebildet haben. 
Dagegen wurde weder durch die letzte Waschflftssigkeit noch 
durch Kaninchenblut, das mit normalem Ziegenserum pr&pariert 
war, eine Auslosung von PrSzipitinen erzielt, wie das negative 
Ergebnis bei der Untersuchung der Sera der Kaninchen 4, 
5 und 6 zeigt. 

n. Komplementbindung. 

Zur Prdfung auf komplementbindende Fahigkeiten wurden 
absteigende Mengen der einzelnen Kaninchensera (nach der 
zweiten Injektion) in inaktivem Zustande: 

in Reihe A mit 0,001 ccm Normalziegenserum, 
in Reihe B mit 0,0001 ccm Normalziegenserum, 
in Reihe C mit 0,1 ccm physiologischer NaCl-Losung 
(Kontrolle) unter Zusatz von je 0,1 ccm Meerschweinchen- 
serum 1 Stunde bei 37° digeriert, sodann erfolgte Zusatz 
von 1 ccm 5-proz. Schweineblut und 0,002 ccm h&molytischem 
Arabozeptor ‘). 

Nach 2-stGndigem Verweilen im Brutschrank und 24- 
stundigem im Eisschrank zeigen die Versuche folgendes Re- 
sultat: 

Tabelle II. 


Ergebnis der Komplementbindungsversuche. 


Mengedes 

1 Kaninchen 1 

; Kaninchen 2 

Kaninchen 3 

Kan.-Ser. 

ccm 

Reihe 
A i 

Reihe 

B 

Reihe 

i c 

Reihe 

A 

1 Reihe j Reihe 
i B i C 

Reihe 
A | 

Reihe 

B 

Reihe 

C 

0,1 

0 

i 

0 

kmpl. 

0 

0 I kmpl. 

0 

o 

kmpl. 

0,05 

0 

0 

ii 

Spur 

0 I „ 

0 

0 

ii 

0.025 i 

wenig 

0 

ii 

kmpl. 

malhg ' „ 

Spur 

0 

1 ” 

0,015 

miifiig 

f.kmpl. 

ii 

ii 

kmpl. j ,, i 

stark 

stark 

ii 

0,01 1 

stark 

dgl. 

ii 

ii 


'f.kmpl. 

f.kmpl. 

ii 

0 i 

kmpl. 

kmpl. 

ii 


ii j ii 

\ ” i ” 

| kmpl. 

kmpl. 

1 ” 


1) Als hamolytisches System habe ich fiir diese Vereuche Schweine¬ 
blut and an vom Kaninchen durch Injektion von gewaschenem Schweine¬ 
blut gewonnenes Immunserum benutzt, um die bei Verwendung von 
Hammel- oder Rinderblut mogliche storende Interferenz auszuschalten. 
Komplement und Ambozeptor kamen in doppelt losender Dosis zur An- 
wendung. 
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Mengedes 

Kan.-Ser. 

ccm 

Kaninchen 4 

Kaninchen 5 

Kaninchen 6 

Reihe 

A 

Reihe 

B 

Reihe 

C 

Reihe | Reihe 
A 1 B 

Reihe 

C 

Reihe Reihe 
A | B 

Reihe 

c 

0,1 

0,05 

0,025 

0,015 

0.01 

0 

kom- 

plctt 

kom- 

plett 

, 1 
1 1 

kom- j 
plett 

1 

kom- kom- 
plett plett j 

kom- 
plett 1 

! 

kom- kom- 
plett plett 

I ! 

kom- 

plett 


Die Tabelle zeigt eine vollst&ndige Ueber- 
einstimmung mit dera Verhalten der Sera bei der 
PrtifungaufPr&zipitation, indem auch hier ledig- 
lich die mit ambozeptorbeladenem Blut vor- 
behandelten Tiere komplementbindende Anti- 
kbrper erzeugt haben. 

m. Hamolysebeschleunigung. 

Zur Prufung auf Hamolyse beschleunigende Stoffe wurden 
die Sera einerseits in aktivem Zustande, andererseits nach 
V 2 -st0ndigem Erhitzen auf 56° untersucht, jedoch erflbrigt 
es sich, liber die mit aktivem Serum gewonnenen Ergebnisse 
zu berichten, nachdem ich in einer friiheren Arbeit 1 ) gezeigt 
habe, dafi in frischem Zustande auch das normale Kaninchen- 
serum einen nicht unerheblichen Gehalt an Hamolyse be- 
schleunigenden Stoffen besitzt, die sich aber von den Immun- 
stoffen von Friedberger und Moreschi dadurch unter- 
scheiden, daB sie durch das tibliche Inaktivieren ihre Wirkung 
vollstandig einbtiBen. Dementsprechend flbten auch samtliche 
aktive Sera eine mehr oder minder Starke Bescbleunigung 
der Hamolyse aus. MaBgebend flir die Beurteilung ist daher 
nur das Verhalten der inaktivierten Sera. Zu ihrer Priifung 
wurde folgendermaBen verfahren: 

Absteigende Mengen der Kaninchensera 1, 2, 3, 4, 6 wurden mit je 
1 ccm schwach ambozeptorbeladenen 2 ) 5-proz. Kaninchenblutes 1 Stunde 
bei 37 0 digcriert. Nach dem Zentrifugieren wurden die Sedimente in je 
1,75 ccm phvsiologischer KochsalzloBung unter Zufiigung von 0.1 ccm Meer- 

1) K. Altmann, Zeitechr. f. linmunitatsf., Bd. 8,1910, Heft 1, p. 24. 

2) Der Ambozeptor war von der Ziege durch Vorbehandeln mit Ka- 
ninchcnblut gewonnen. 
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schweinchenserum aufgeschwemmt. Das Ergebnis wurde einerseits nach 
geeignet erecheinender kurzfristiger Beobachtung, andererseits nach dem 
iiblichen 2-stiindigen Venveilen bei 37° notiert und ist aus der folgenden 
Tabelle III ersichtlich. 

Tabelle III. 


Ergebnis der Hamolysebeschleunigung 1 ). 


Menge 

1 Kaninchen 1 

1 Kaninchen 2 

Kaninchen 3 

Kan. 4 

Kaninchen 6 

des 


1 


1 

1 


1 


1 


Kan.- 

nach | 

End- 

nach 

End- 

nach 

End- 

nach 

End- 

nach 

End- 

Ser. 

10 

resul- 

40 

resul- 

30 

resul- 

45 

resul- 

30 

resul- 

com 

Min. 

tat 

Min. 

tat 

Min. 

tat 

Min. 

i 

tat 

Min. 

tat 

0.1 

o;o5 

kmpl. 

» I 

kmpl. 

f. kpl. 
dgf. 

kmpl. 

f. kpl. 
dgf. 

kmpl. 

ft 

o 

0 

stark 

tt 

kmpl. 

•> 

kmpl. 

0,025 

»» | 

yy 1 

miflig 


stark 

tt 

0 

jj 

ma6ig 

i) 

0,01 

wenig 1 

ff ' 

y* 

f. kpl. 

maSig 

l kpl. 
mauig 

0 ' 

tj 

yy 

- ” , 

0 

0 

stark 

0 

stark j 

1 o 

0 : 

tt 

Spur 

f. kpl. 


Aus der Tabelle ergibt sich, dafi in der Tat durch 
Vorbehandlung mit ambozeptorbeladenem Ka- 
nincbenblut die Erzeugung der h&molysebe- 
schleunigenden Immunstoffe vonFriedberger und 
Moreschi gelungen ist. Denn zu einer Zeit, zu welcher 
das Komplement an und ftir sich noch keine Oder nur spuren- 
weise Hamolyse verursacht hat, ist unter dem EinfluB der 
Kaninchensera 1, 2 und 3 bereits komplette Oder fast komplette 
Hamolyse eingetreten und auch das Endresultat laCt eine 
geringgradige VerstSrkung der Hamolyse 2 ) erkennen. Im 
Gegensatz dazu ist in dem Serum des Kaninchens 4, das mit 
der Waschflflssigkeit vorbehandelt war, nicht die geringste 
h&molysebeschleunigende Wirkung nachzuweisen. DaB die be- 
schleunigenden Stoffe in dem Serum der mit ambozeptor¬ 
beladenem Blut vorbehandelten Tiere in der Tat immunisa- 
torisch erzeugt waren, ergibt sich einerseits aus ihrer Thermo- 
stabilit&t, andererseits aus ihrem durch besondere Versuche 
erwiesenen Uebergang in die Albuminfraktion bei der Dialyse, 
also aus zwei Eigenschaften, die ich friiher (1. c.) als die be- 

1) Die Versuche sind in quantitativer Hinsicht nicht direkt mit- 
einander vergleichbar, da nicht alle Sera am gleichen Tage zur Unter- 
suchung gelangten. 

2) Neben der Beschleunigung der Hamolyse kounte auch eine deut- 
liche Verstarkung der Agglutination festgestellt werden. 
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schleunigenden Immunstoffe von den entsprechenden normalen 
AntikOrpern differenzierende Charakteristika beschrieben habe. 

Ueberraschend wirkt vielleicht die Tatsache, daB in dem 
Serum des Kaninchens 6, das mit normalem Ziegenserum be- 
handeltes Kaninchenblut erhalten hatte, hSmolysebeschleu- 
nigende Immunstoffe nachweisbar sind. Dieses Ergebnis stebt 
in einem gewissen Gegensatz zu den bei der Prflfung auf 
prazipitierende und komplementbindende Stoffe erhobenen Be- 
funden, denn in dem Serum des Kanincbens 6 konnten weder 
PrSzipitine noch komplementbindende AntikQrper nachgewiesen 
werden (vgl. Tab. I und II). Nun kann man sich ja freilich 
vorstellen, daB auch das mit normalem Ziegenserum behandelte 
Blut Antigene aus dem Ziegenserum aufgenommen hat, wenn 
auch solche in der WaschflQssigkeit nicht mehr nachzuweisen 
sind. Es ist hierbei einmal zu berdcksichtigen, daB das Ziegen¬ 
serum bereits normalerweise Ambozeptoren fur Kaninchen¬ 
blut enth9.lt und mit dcren Bindung aucb antigene Eigen- 
schaften an die Blutkdrperchen gelangen, dann aber ist an 
die MOglichkeit zu denken, daB ein unspezifisches AdhSrieren 
von ZiegeneiweiB vorliegt, ein Umstand, auf den ich gleich 
noch zurttckkommen muB. 

Wie dem aber auch sei, auffSllig ist die Tatsache, daB in 
dem Serum desselben Kaninchens nur beschleunigende Stoffe, 
aber weder PrSzipitine noch komplementbindende Antikorper 
nachweisbar waren. Da meine Erfahrungen nur ein einziges 
Versuchstier betreffen, so kann man ihnen freilich nur ein 
kasuistisches Interesse beilegen, und die KISrung muB weiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben. Sollte sich der Befund 
aber bestStigen, so wiirde er vielleicht darauf hindeuten, daB 
der Nachweis von Antikdrpern mittelst des Beschleunigungs- 
phSnomens eine grSBere SchSrfe besitzt als der Antikbrper- 
nachweis mittelst PrSzipitation und Komplementbindung. 


Wenn ich die Ergebnisse der mitgeteilten Immunisierungs- 
versuche zusammenfasse, so erweist sich zunSchst die For- 
derung, daB dasselbe Agens, welches Antikbrper bindet, die- 
selben auch im Organismus auszulosen imstande sein muB, 
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fOr die Kombination von ambozeptorbeladenem Blut und 
h&raolysebeschleunigenden Immunstoffen als erfiillt. Gleich- 
zeitig haben die erorterten Versuche aber auch gezeigt, daB, 
ebenso wie dies bei der Immunisierung mit normalem Serum 
der Fall ist, auch bei der Vorbehandlung mit ambozeptor¬ 
beladenem Blut Antisera erhalten werden, welche nicht nur 
h&molysebeschleunigend, sondern auch prSzipitierend und kom- 
plementbindend wirken. Dieser Parallelismus deutet auf einen 
engen Zusammenhang zwischen den fur die Antiserum- 
wirkungen verantwortlichen Antigenfunktionen hin, und wenn 
man die grttndlich gewaschenen ambozeptorbeladenen Blut¬ 
korperchen als nur aus Erythrocyten und Ambozeptor be- 
stehende Komplexe auffa&t, so muB man dazu gelangen, den 
Ambozeptoren den Charakter als EiweiBantigene zu vindizieren. 
Inzwischen sind von Braun 1 2 3 ) Versuche mitgeteilt worden, 
welche insofern die meinigen best&tigen, als auch sie ergeben 
haben, daB der an die Zelle verankerte Ambozeptor als An¬ 
tigen wirken kann. Braun hat n&mlich gezeigt, daB man mit 
Pneumokokken, welche mit Pneumokokkenserum vom Pferde 
sensibilisiert waren, beim Meerschweinchen aktive Anaphylaxie 
gegen Pferdeserum erzeugen kann, und er schlieBt daraus, 
daB den im Pneumokokkenserum vorhandenen Antikorpern 
der Charakter der anaphylaktogenen Antigene zukommt. 
Allerdings sind gegenflber diesen Befunden nicht mit Unrecht 
EinwSnde erhoben worden, die im Prinzip auch auf unsere 
Befunde flbertragen werden kdnnen. Do err und Moldo¬ 
van*) (vgl. auch Do err 8 ) verweisen n&mlich auf Versuche 
von Lev adit i und Rajchman 4 5 ), welche durch Meer- 
schweinchenerythrocyten das Anaphylaktogen des Pferdeserums 
adsorbierten, und auf Bhnliche Untersuchungen von Slees- 
wijk 6 ) und Sal us 6 ), in denen es sich um eine Adsorption 

1) Braun, Zeitschr. f. Immunitatsf. etc., Bd. 3, 1909, Heft 6, p. 561. 

2) R. Doerr und J. Moldovan, Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 5, 

1910. 

3) R. Doerr, diese Zeitschr., Ref., Bd. 2, 1910. 

4) C. Levaditi und Rajchman, Compt. rend. Soc. de Biol., T. 67, 
No. 29, 1909. 

5) Sleeswijk, diese Zeitschr., Bd. 2, 1909. 

6) G. Salus, Med. Klinik, 1909. 
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durch Blutkflrperchen oder durch Bariumsulfat handelt. Doerr 
und Moldovan selbst konnten nachweisen, daB man auch 
durch Injektion mit normalem Serum vorbehandelter Kreide, 
Staphylokokken, Hefezellen trotz vielfachen Waschens Meer- 
schweinchen gegenflber der gleichen Serumart anaphylakti- 
sieren kann, und die Autoren schlieBen daraus, daB die Ver- 
suche Brauns einen SchluB auf die antigenen Eigenschaften 
der Antikflrper nicht zulassen. Auch Landsteiner und 
PraSek 1 ) haben liber die Aufnahme von prazipitablen Sub- 
stanzen aus verschiedenartigen Seris durch Blutkdrperchen 
berichtet, welche sie allerdings an Kochsalzldsung zum Teil 
wieder abgeben. Freilich wird man wohl zu berttcksichtigen 
haben, daB Blutkdrperchen nicht ein derartiges Absorptions- 
vermogen besitzen dflrften, wie es nach alien Erfahrungen 
den Bakterien und anderen Stoffen (Kreide, Hefe etc.) zu- 
kommt, und auch die scheinbar dem widersprechenden Ver- 
suche von Levaditi und Rajchmann, sowie Sleeswijk 
sind vielleicht einer anderen Deutung zug&nglich. Denn die 
Sera enthalten ja bereits normalerweise in mehr Oder weniger 
holiem MaBe Antikorper gegenflber fremdartigen Blutzellen, 
und wenn es den genannten Autoren gelungen ist, gerade an 
Meerschweinchenblutkorperchen aus dem Pferdeserum antigene 
Stoffe zu binden, so ist daran zu erinnern, daB das Pferde- 
serum Antikorper (Agglutinine und Ambozeptoren) fflr Meer¬ 
schweinchenblutkorperchen enthfllt, deren intensive Ver- 
ankerung besonders durch das von Bordet und Gay 2 ) ana- 
lysierte Phanomeu der Konglutination demonstrabel ist 3 ). Es 
liegt dalier nicht ohne weiteres AnlaB vor, bei einer Adsorption 
des Anaphylaktogens des Pferdeserums an Meerschweinchen¬ 
blutkorperchen einen unspezifischen Vorgang anzunehmen, 

1) K. Landsteiner und E. Prasek, diese Zeitschr., Bd. 10, 1911, 

p. 08. 

2) J. Bordet und F. P. Gay, Annales de l’lnst. Pasteur, T. 20, 1906, 
und T. 22. 1908. 

3) In bezug auf das Verhalten der aus normalem Pferdeserum an 
das Meerschweinchenblut gebundenen Ambozeptoren und Komplemente sei 
auch auf die Arbeiten von Streng (diese Zeitschr., Bd. 1, 1908) sowie 
M or esc hi und Perussia (diese Zeitschr., Bd. 11, 1911) venviesen. 
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wean auch ein solcher a priori nicht ausgeschlossen werden 
kann. 

In unseren Versuchen dflrfte eine wesentliche unspezi- 
fische Adsorption des ZiegenserumeiweiBes durch das Ka- 
ninchenblut kaum in Frage kommen, soweit man allerdings 
aus meinem in dieser Hinsicht geringfflgigen Material einen 
ScbluB zu ziehen berechtigt ist. Es hat sich ja gezeigt, daB 
nnr die mit Immunserum beladenen Blutkflrperchen Prazipitine 
und komplementbindende Antikorper erzeugt haben, und die 
Bildung von h&molysebeschleunigenden StofFen nach der In- 
jektion der mit Normalserum beladenen Kaninchenblutkdrper- 
chen kfjnnte man vielleicht, wie schon erwflhnt, auf eine Bin- 
dung normaler Ambozeptoren beziehen. 

Wenn aber auch die starke antigene Wirkung der ambo- 
zeptorbeladenen Blutkflrperchen wohl kaum allein auf eine 
unspezifische, auch normalen Blutkflrperchen zukommende 
EiweiBadsorption zu beziehen sein dflrfte, so bin ich mir wohl 
bewuBt, daB noch ein anderer Einwand in Betracht kommt. 
Es kfinnte nllmlich sein, daB durch die Wirkung der im Immun¬ 
serum enthaltenen Ambozeptoren und Agglutinine die phy- 
sikalisch-chemische Beschaffenheit der Blutzellen eine der- 
artige Verflnderung erfflhrt, daB sie nunmehr ein wirksames 
Adsorbens darstellen. Ich selbst verfflge nicht flber hin- 
reichende Erfahrungen, welche diesen Einwand vollstSndig 
auszuschalten vermflgen, jedoch darf man nach den neueren 
interessanten Untersuchungen von Landsteiner und Pra- 
Sek 1 ), welche sich eingehend mit den Beziehungen der Anti- 
kdrper zu der prfizipitablen Substanz des Serums beschflftigen, 
wohl annehmen, daB die Aufnahme der pr&zipitablen Substanz 
als unspezifische Adsorption durch agglutinierte Blutkflrper- 
chen nicht wesentlich in Betracht kommt. Auf die Literatur 
flber den hier interessierenden Gegenstand glaube ich nicht 
n&her eingehen zu mfissen, da dieselbe erst kflrzlich in der 
Arbeit von Landsteiner und PraSek, sowie ganz neuerlich 
von Do err und Pick 2 ) ausfflhrlich diskutiert worden ist. Die 

1) K. Landsteiner und E. Prasek, 1. c. 

2) R. Doerr und F. Pick, Centralbl. f. Bakt., Bd. 62, 1912, 
Heft 1 und 2. 
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Autoren gelangen Qbereinstiramend auf Grund eigener Unter- 
suchungen zu der Auffassung, daB die Antikorper den Charakter 
als EiweiBantigene besitzen, ein SchluB, den auch ich auf Grund 
der in der Literatur vorliegenden und der in dieser Arbeit mit- 
geteilten Erfahrungen ziehen zu dQrfen glaube. 

Zusammenfassung. 

Durch Immunisieren mit ambozeptorbeladenen Blutkbrper- 
chen wurden Antisera erhalten, welche mit dem Serum der 
den Ambozeptor liefernden Tierart PrSzipitation und Kom- 
plementbindung ergaben und auf gleichartige ambozeptor- 
beladene Blutkorperchen h&molysebeschleunigend wirkten. Ein 
Antiserum, das durch Vorbehandeln von Blutkorperchen, 
welche mit dem homologen Normalserum digeriert waren, ge- 
wonnen wurde, ergab H&molysebeschleunigung, wirkte aber 
nicht prSzipitierend und komplementbindend. Da es sich im 
letzteren Falle nur um ein einziges Antiserum handelt, er- 
scheinen bestimmte SchluBfolgerungen nicht ang&ngig. 

Es wird die Bedeutung der mitgeteilten Versuche fflr die 
Frage der Antigennatur der Ambozeptoren erOrtert. Soweit 
die aDtikorperbindende Funktion in Betracht kommt, erscheint 
der Beweis der antigenen Funktion des Ambozeptors bereits 
durch die Demonstration des Friedberger-Moreschi- 
schen Beschleunigungsphanomens erwiesen. Denn wenn man 
auch ftir die entsprechende agglutinationsbeschleunigende 
Wirkung der Immunsera mechanische Umstande verantwortlich 
machen konnte, so kann man doch die beschleunigende Anti- 
korperwirkung bei der Hamolyse nur als die Folge einer Ein- 
wirkung auf den Ambozeptor ansehen. 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



K. F. Meyer, Chemotherapeutic Treatment of Biliary Fever in Dogs. 231 


Nachdruck verboten. 

Notes on the Chemotherapeutic Treatment of Biliary Fever 

in Dogs 1 ). 

By Dr. 3L F. Meyer, 

Professor of Veterin. Pathology and Bacteriology, University of Pennsylvania, 
and Director of the Laboratory of the State Livestock Sanitary Board. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 13. Februar 1912.) 

For a long time chemotherapeutic attempts have been 
made with varying results to cure this fatal disease — canine 
piroplasmosis. Lately Nuttall and Hadwen, Jowett, and 
others, reported on the successful treatment by means of dyes 
belonging to the Benzidine “Napthyl-aminsulfo” group. In a 
short note Nuttall refers to all the drugs used in the treat¬ 
ment of biliary fever during recent years and I think there¬ 
fore it is not necessary for me to recapitulate all the literature 
on the subject. Amongst the medicaments which exerted the 
greatest influence on the piroplasma Trypan-Red and 
Trypan-Blue are found. In his first report he mentioned 
two cases where the Trypan-red treatment was successful, 
but he did not directly recommend it for treatment in the 
field. Since the results obtained in the treatment of trypano¬ 
somiases with Trypan-red did not bear out the success pro¬ 
mised by the first experiments, it was natural that the results 
obtained with the chemicals mentioned above for the treatment 
of piroplasmosis were also accepted with a certain scepticism, 
because the virulency, variability, etc., of the different strains 
of virus used for such experiments are important factors to 
be taken into consideration. We thought an experiment on 
a number of animals would be the best means of testing the 
conclusions of Nuttall and his co-worker. It may be men¬ 
tioned here that in a country where piroplasmosis is very 

1) The experiments were carried out in the Veterinary Bacteriological 
Institute of the Department of Agriculture of the Transvaal, South Africa, 
in 1909,10. For complete records of experiments consult Report of the 
Government Veterinary Bacteriologist for the year 1909/10. Pretoria 1911, 
p. 124-150. 
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frequent, only a test on a number of animals would exclude 
cases of partial immunity found in dogs from affecting the 
results. About twenty-four dogs were especially devoted to 
the Trypan-red treatment, and a few others were used for 
Trypan-blue, and one for brilliant green. We used different 
strains of virus and animals of different ages, with sufficient 
controls. 

(A) Trypan-Red. — Trypan-red is chemically a tetrazo 
compound of benzidin-monosulphate and 2, 3, 6, (3 naphtyl- 
amin disulphonate of sodium. It was used for the first time 
by Ehrlich and Shiga for the treatment of trypanosomiases. 
The administration of the drug was always carried out with 
a freshly-prepared solution in sterile water (1 to 5 per cent.), 
and injeted subcutaneously. In a few cases intravenous in¬ 
jections were also used, but later we returned to the old 
method of subcutaneous injection. It was observed in several 
cases that the application of toxic substances, such as Trypan- 
red, had an influence on the secreting organs, and especially 
on the kidneys, which are doubtless primarily affected by the 
piroplasmosis. The breakdown of the red blood corpuscles 
seems also to be accelerated by the injection of Trypan-red 
into the blood stream, and haemoglobinuria was always ob¬ 
served as a sequel of this treatment. With regard to the 
subcutaneous application, the following may be noted: Oc¬ 
casionally abscesses at the seat of the injection were observed. 
In a few cases they were probably due to the working with 
non-sterile instruments, but individual disposition, as often 
observed in human beings, favours as a sequel of the in¬ 
jection of chemical composition an irritation and local swell¬ 
ings, with the formation of sterile pus. My observations 
support the idea that a subcutaneous injection of the drug 
was never followed by a local swelling if freshly prepared 
and filtered solutions were used. If a muscle was wounded, 
or if it happened that the whole drug was injected into a 
muscle, local irritation was always present. Considerable 
necrosis and similar lesions were once observed in a horse as 
a sequel to such an inoculation, where a part of the brachio¬ 
cephalic muscle was finally eliminated by a process of de¬ 
marcation. All these accidents could be avoided if carried 
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out subcutaneously. The seat of the inoculation in dogs was 
always, on the back between the two shoulders; after the 
skin was disinfected with alcohol the inoculation was made. 
A 1 and 2 per cent, solution, inoculated in a dose of 3 to 
5 c. c. at one place, proved to be most suitable. For intra¬ 
venous inoculation, 1 per cent, solution, by preference at body 
temperature, was used. The effect of the drug on the body 
of the animal was demonstrated by a red discolouration of 
the conjunctiva, mucous membrane of the mouth, etc., about 
two and a half to three hours after injection. This dis¬ 
colouration takes a dark-reddish or slightly-yellowish tinge 
about eight hours after the application of the drug. Varying 
with the quantity of Trypan-red inoculated these symptoms 
disappear in about a fortnight, but often not before six weeks 
after the last administration of Trypan-red. In several cases 
elimination through the urine could be observed. In all cases 
where recently treated dogs died the post-mortem examination 
showed in the organs a dark-reddish discolouration more or 
less influenced by the general jaundice. 

The experimental animal. 

In our experiments only dogs artificially infected by in¬ 
oculation of blood containing P. canis were treated. The 
control of the infected dogs was made by observing symptoms 
and by thorough microscopical examination of the blood. 
Clinically all the dogs treated were obviously ill. The disease 
was produced with four different strains, because it is a well- 
known fact that the virulency of the different piroplasma 
strains differs, and naturally the results vary. It was neces¬ 
sary to use a great number of experimental dogs as controls, 
to exclude partial immunity, which would naturally influence 
the experiments. It was first expected that the results of the 
treatment would be better than those obtained in Europe, 
because this partial immunity would beneficially assist the 
effect of the drugs. In several cases treated by Jo wet t 
with Trypan-blue, this was probably the case. Altogether 
eighty-eight dogs were infected and all were kept under the 
same conditions without any special nursing. 
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The two cases recorded by Nuttall and Hadwen are 
just the contrary of two experiments carried out by Levi¬ 
de 11 a Vida in 1907. In both cases there were only two 
dogs for the experiment, and therefore they cannot be con¬ 
sidered to be convincing. The number of the animals used, 
distributed among the different strains, was a follows: 

Original strains: 

Dog with acute piroplasmosis—Pretoria strain. 

Dog with acute piroplasmosis—Johannesburg strain. 

Dead dog: Chronic piroplasmosis-Onderstepoort strain 1. 

Living pup: with chronic piroplasmosis—Onderstepoort strain 2. 
The number of dogs used for the different strains was a follows: 
Injection of 8 dogs—Pretoria strain. 

Injection of 50 dogs—Johannesburg strain. 

Injection of 9 dogs—Onderstepoort strain 1. 

Injection of 21 dogs—Onderstepoort strain 2. 

Total number, eighty-eight dogs, subcutaneously inoculated with viru¬ 
lent blood in a quantity of 2 to 5 c.c. for each animal. 

They were treated as follows: 

Trypan-red: 

Pretoria strain 2 (665 and 666). 

Johannesburg strain 15 (653, 660, 624, 735, 738, 744, 

752.756,701,721,839,675, 
732. 687, and 739). 

Onderstepoort strain 1 3 (795, 799 and 786). 

Onderstepoort strain 2 4 (840, 842, 846 ana 848). 

Total 24 animals. 

Trypan-blue: 

Onderstepoort strain 2 2 

Johannesburg strain 2 

Total 4 animals. 

Brilliant-green: 

Onderstepoort strain 2 1 

1 animal. 

Total number of dogs treated 29 

As control dogs were used in the different experiments: 

Pretoria strain 2 (608 and 667). 

Johannesburg strain 17 (669, 670, 671, 731, 733, 740, 

745, 680, 690,753,757,677, 
685, 689, 704, 834, 902). 

Onderstepoort strain 2 3 (794, 805, and 798). 

Onderstepoort strain 2 10 (835, 841, 836, 844,847, 872, 

_ 873, 847, 876, and 896). 

Total number of controls used 32 animals. 

Of the remaining dogs used the following had to be 
considered to be immune or partially immune: 
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Pretoria strain 4 = 50 per cent. 

Johannesburg strain 16 = 32 „ „ 

Onderstepoort strain 1 3 = 33 „ 

Onderstepoort strain 2 4 = 19 „ „ 

Total number of immune dogs 27 = 31 per cent. 

The dogs treated with Tyrpan-red were distributed 
amongst the following strains: 

Pretoria strain 2 

Of these two were used and both died. Mortality, 100 per cent. 

Johannesburg strain 15 

Five alive, ten died. Mortality, 67 per cent. 

Onderstepoort strain 1 3 

Three died. Mortality, 100 per cent. 

Onderstepoort strain 2 4 

One alive, three died. Mortality, 75 per cent. 

Of the twenty-four dogs treated with Trypan-red six are 
living and eighteen died, the mortality being therefore 75 
per cent. 

Comparison with the mortality of the controls, which is 
81 per cent., and is as follows: 

Controls in Pretoria strain 2 

Two died. Mortality, 100 per cent. 

Johannesburg strain 17 

Six alive, eleven died. Mortality, 65 per cent. 

Onderstepoort strain 1 3 

Three died. Mortality, 100 per cent. 

Onderstepoort strain 2 10 

Ten died. Mortality. 100 per cent 

Total number of controls 32 

Of these thirty-two dogs six are living and twenty-six died; the 
mortality therefore is 81 per cent. 

Only those dogs which showed 0.1 to 0.3 per cent, of red 
blood corpuscles infected for a few days, or never revealed any 
parasites in the blood, were counted as partially or completely 
immune. This number corresponds with the observations 
made in other experiments on this matter. 

The records given above are contrary to those of Nuttall’s 
experiments, and indicate that Trypan-red had no efficacious 
influence on canine piroplasmosis. I think we may here 
make the statement based on twenty-seven 
treated dogs and thirty-two control dogs that 
the therapeutic value of Trypan-red is very 
small. An influence on the numbers of the parasites as a 
sequel of the injection, was always noted, but it never had 
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the effect shown in the records of Nuttall and Had wen. 
Sooner or later, and often just after the inoculation, the para¬ 
sites reappeared in the blood, and generally increased in 
number, naturally causing the death of the animal. The in¬ 
fluence of a second, a third, or a fourth inoculation of Trypan- 
red exerted no visible effect on the piroplasms, a fact which 
is well known in all chemotherapeutic experiments, because 
the parasites become accustomed to the toxin. In our cases 
they were “Trypan-red resistant”. Utilizing the statements 
on the mode of development of P. canis by Nuttall and 
Graham Smith, and using his terms 1 ), the effect of the 
drug on the morphology of piroplasma canis in as follows: 

The pyriform parasites are the first affected. They disap¬ 
pear for a short while, but reappear later in great numbers. 
The regularity with which they appeared in the records of 
Nuttall and Had wen in the control dogs, as well as in 
the treated dogs, was never present in my experiments in 
such a manner as to allow this fact to be used for a com¬ 
parative criticism. Control dogs often showed numbers of 
parasites which were higher than those in the treated dogs, 
but yet they recovered from the disease. 

From the records which are attached we can state that 
probably only in those cases where a partial immunity was 
present could any effect of the drug be demonstrated. The 
presence of parasites in an untreated and two treated animals 
is shown hereunder. It will be seen that the influence is not 
pronounced. 

Record of treated dog. 

9 12 2 4 6 o’c. 

Percentage of red blood corpuscles infected 2.3 — 1.2 0.7 0.2 
Percentage of p.p. 0.7 — 0.1 0.1 0.0 

Record of treated dog (660). 7th October, 1910. 

At two-hour intervals 9 12 2 4 6 8 10 12 o’c. 

Percentage of infected red 

blood corpuscles 7. Tr. 5.2 12.4 2.4 0.8 0.2 2.2 

Percentage of 1.8 Tr. 22 4.6 1.4 0.2 0.0 0.6 

1) P —Pyriform parasite. 

PP—2 Pyriform parasites. 

O—Amoeboid parasite. 

D—Dividing form. 

PPPP—4 Pyriformparasites. and so on. 
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Record of treated dog (665). 7th October, 1910. 

At two-hoar intervals. 9 12 2 4 6 8 10 12 o’c. 

Percentage of red blood cor¬ 
puscles 5.8 Tr. 11.0 9.8 0.6 2.6 6.4 5.6 

Percentage of 1.6 Tr. 4.4 6.4 0.0 1.0 2.4 1.8 

These records demonstrate that a slight decrease of para¬ 
sites takes place continuously towards the evening. In other 
cases it was demonstrated that the number is always varying 
between the morning and the evening, and that especially in 
the evening the number of parasites is very low. On the 
other hand it is shown that as a sequel of the treatment in 
the hours following injection, a distinct increase and then a 
decrease of the parasites took place. The decrease is partly 
due to the effect of the drug, which is visible in six to eight 
hours, and partly to the daily variations. The increase after 
inoculation is due probably to the effect of the drug on the 
blood vessels, the tonus decreasing, and more infected blood 
corpuscles, which lay generally along the blood vessels, find 
access into the circulation. The well-marked decrease, as is 
described in one case by N u 11 a 11 and H a d w e n was never 
observed by me as a sequel of Trypan-red injection. That a 
second inoculation never had the same effect as the first is 
demonstrated in the records, and the observations therein 
correspond with all the similar experiments on trypanosomiases. 
Whether the parasites are really killed under the influence of 
Trypan-red is doubtful. The degenerative symptoms are very 
insignificant, as was demonstrated. I think that only further 
experiments will give a definite decision. The fact that under 
these conditions the curative effect is very small, is quite clear. 

Generally speaking, all the dogs which recovered passed 
through the disease in a way similar to that observed in 
chronic piroplasmosis: piroplasma disappeared and reappeared 
irregularly. 

An “immunitas sterilisans magna” in the sence of Ehr¬ 
lich could therefore not be expected, a fact which was also 
demonstrated by Nutt all. 

(B) Try pan-Blue. — This drug is chemically a tetrazo 
compound of toluidine and amidonaphthol-sulphonate of sodium, 
and with this dye the conditions of treatment and the curative 
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effect are different. My experiments were only few in number 
and therefore do not allow of a definite decision. 

As is shown in the following records, compared with the 
control dog in the Trypan-red experiment, the effect is 
pronounced. 

Record of dog (875). 27th January 1910. 

10 12 2 4 0 o’c. 
Percentage of red corpuscles infected 8.2 1.6 Tb. 2.2 0.3 0.5 
Percentage of p.p. 1.7 0.4 0.6 0.0 0.0 

The parasites disappeared on the 28th, and reappeared 
on the 7th February (thirteen days) in increased numbers. 

Record of dog (878). 24th January 1910. 

10 12 2 4 5 8 10 o’c. 

Percentage of red blood corpu¬ 
scles infected 2.1 Tb. 2.7 Not. ex. 0.5 0.6 0.5 

Percentage of p.p. 1.1 Tb. 1.5 Not. 0.0 0.0 0.0 

The parasites disappeared on the 27th of January and 
reappeared on the 3rd February (seven days afterwards) in 
increasing numbers. 

From thesed records the following deductions may be made: 

(1) The parasites in a typical case of canine piroplasmosis 
disappeared after a Trypan-blue injection during the next 
twenty-four hours, when 1.6 per cent, blood corpuscles were 
infected, and another case forty-eight to sixty hours after the 
inoculation. As was stated by Nuttall and Had wen the 
pyriform parasite disappeared entirely. 

(2) About six or ten days afterwards relapses were 
observed. This observation corresponds with the results in 
practice, because very frequently an acute case of piroplasmosis 
passes under the influence of the treatment to a chronic case, 
and as was stated by Nuttall and Hadwen and Jowett, 
a secondary injection has not the same deletory effect as the 
first inoculation. The conditions of the resistance were there¬ 
fore the same as were observed a long time ago by Ehrlich 
and his pupils, in trypanosomiasis. Microscopically the system 
of degeneration of the intracorpuscular parasites are more 
pronounced than in Trypan-red treatment. 

(C) Brilliant-green. — Only one dog was treated 
with this drug. It did not seem to have any influence on the 
piroplasma, but on the other hand the dog had probably 
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partial immunity, and therefore recovered from the disease. 
The case is an illustrative example to demonstrate the effect 
of a drag in partially immune dogs. The results obtained by 
Nuttall are just the contrary, and it shows the difficulty of 
drawing conclusions from experiments on these lines in a 
country where piroplasmosis is very frequent. 

Conclusions. — From the experiments carried out for 
the demonstration of the curative effect of two drugs, the 
following deductions may be made: 

(1) The drug Trypan-red, tested on twenty-four dogs, had 
no efficacious effect. Eighteen dogs (75 per cent.) succumbed 
to piroplasmosis infection. The six remaining dogs which 
recovered are, compared with the control dogs, partially 
immune, and therefore useless for judging the results. 

(2) The drug Trypan-blue, tested in four cases, demon¬ 
strated a marked effect on the parasites, and had therefore 
also an effect on the recovery from a piroplasmosis infection. 
The number of animals treated is really too Small to allow 
of a definite decision. It would be advisable to control the 
records of Nuttall, Hadwen and Jowett in the same 
way as is done in my experiments for Trypan-red. 

Zusammenfassung. 

1) Trypanrot hat keinen kurativen Eflfekt auf stidafrikanische 
Hundepiroplasmose. Beinahe 100 Proz. der behandelten Tiere 
erlagen der kfinstlichen Infektion, wo dies nicht der Fall war, 
mull eine teilweise ImmunitSt angenommen werden. 

2) Trypanblau zeigte grbfieren parasitotropen EinfluB auf 
Pirosoma canis. Jedoch erlauben die wenigen Experimente 
keine bindenden SchlQsse. Weitere Versuche mit der gleichen 
Versuchsanordnung w&ren angezeigt. 
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BeitrBge znr Kenntnis der baktcriziden Kom piemen te. 

Von Stahsarzt Dr. K. E. Boehncke, 

Mitglied des Institute. 

(Eingcgangen bei der Rcdaktion am 15. Februar 1912.) 

Dem hfimolytischen Komplement hat man in letzter Zeit 
besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Namentlich durch die 
Untersuchungen von Ferrata, Sachs und Teruuchi, 
Brand, Hecker u. v. a. ist es griindlich erforscht worden, 
mit dem wichtigen Resultat, daB die Komplementwirkung des 
frischen Meerschweinchenserums nicht als die Funktion eines 
einheitlichen Stoffes, sondern als die Resultante der Wirkungen 
zweier Serumbestandteile, die sich im salzarmen Medium von- 
einander trennen lassen, aufzufassen ist. Der eine Teil, das 
nach Brand sogenannte Mittelstfick, geht in die Globulin- 
fraktion fiber, wfihrend der andere in dem fibrig gebliebenen 
SerumabguB sich befindet und als Endstfick bezeichnet wird. 

Da nun zwischen der hfimolytischen und bakteriziden 
Komplementwirkung in vielen Beziehungen groBe Analogien 
bestehen, so lag die Wahrscheinlichkeit nahe, daB auch der 
Bau des bakteriziden Komplements derselbe sein wird, wie 
der des hfimolytischen. 

Liefmann und Stutzer waren die ersteu, die beide 
vergleichend untersuchten und auf Grund ihrer Untersuchungs- 
ergebnisse die tiberraschende Behauptung aufstellten. daB die 
gesamte bakterizide Komplementwirkung nur dem hfimolyti- 
schen Endstfick ganz allein zukommt. Wfihrend also zur 
Hfimolyse das Zusammenwirken zweier verschiedener Serum¬ 
bestandteile notwendig ist, genflgte ihnen zur Bakteriolyse 
(von Choleravibrionen) die Endstfickfraktion. Diese aufffillige 
Tatsache vermochte Braun, der die bakteriziden Kom- 
plemente in dieser Richtung untersuchte, nicht zu bestfitigen. 
Er kam vielniehr zu dem Resultat, daB das bakterizide Korn- 
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pleroent denselben Bau zeigt wie das h&molytische, und daB 
die bakterizide Komplementwirkung genau so wie die h&mo- 
lytische die Resultante ist der Funktion zweier Serumbestand- 
teile, von denen einer in der Globulinfraktion, der andere im 
Serumrest nachweisbar ist. Zu dieser Ansicht ist inzwischen 
auch Liefmann auf Grund erneuerter Untersuchungen ge- 
langt, wie aus seiner Mitteilung auf der 5. Tagung der Ver- 
einigung fflr Mikrobiologie hervorgeht (Centralbl. f. Bakt., 
Referate, Bd. 50, 1911, p. 149). 

Der Parallelismus in der Wirkungsart der beiden Kom- 
ponenten zeigte sichnach Braun als ein ziemlich vollstfindiger. 
Nur insofern fand er in seinen Versucben eine Differenz 
gegenfiber dem hfimolytischen Komplement, als sich im bak¬ 
teriziden Versuch die Wirksamkeit des in Kochsalzldsung auf- 
bewahrten Mittelstficks, der sogenannten Brandschen Modi- 
fikation, bei spfiterera Endstflckzusatz nicht nachweisen lieB. 
Jedenfalls scbien es in Anbetracbt der (heute freilich nicht 
mehr bestehenden) Differenzen zwischen den Angaben von 
Liefmann und Stutzer einerseits, sowie Braun anderer- 
seits, nicht ohne Interesse, eine erneute Analyse fiber die 
Wirkungsart der bakteriziden Komplemente vorzunehmen. Die 
nacbstehend veroffentlichten, auf Anregung von Herrn Prof. 
Sachs unternommenen Untersuchungen fanden bereits im 
vergangenen Sommer ihren AbschluB, jedoch war Verfasser 
aus zwingenden fiuBeren Grfinden an ihrer frflheren Ver- 
offentlichung verhindert. 

Zur Spaltung des Komplements diente einmal die von 
Sachs und Altmanu angegebene Methode der Salzs&ure- 
trennung, die auch Lief man n und Stutzer, sowie Braun 
bei ihren Untersuchungen angewendet hatten. In einer weiteren 
Reihe von Versuchen verwendete ich, und wie sich zeigte auch 
mit gutem Erfolge, die von Liefmann zuerst angewendete 
Trennung mittels Einleitung von Kohlensfiure. Bei beiden 
Methoden lieB sich, wie die Kontrollen zeigten, ein steriles 
Arbeiten ohne grOBere Schwierigkeiten erreichen. Zu den 
Plattenversuchen benutzte ich 24-stfindige Bouillonkulturen 
von Choleravibrionen, wo nicht anders bemerkt, in einer Ver- 
dfinnung von 1 :600 (450 ccm physiol. Kochsalzlfisung -f- 
50 ccm Bouillon). Als Ambozeptor diente ein hochwertiges, 
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aus dem Reichsgesundheitsamt stammendes bakterizides Cho- 
leraimmuDserum (Titer 1:5000). Die Plattenversuche, zu 
denen regelmSBig der gesamte Inhalt der ROhrchen verwendet 
wurde, sind stets nach 4-stiindigem Aufenthalt derselben im 
Brutschrank bei 37 0 vorgenommen worden. Die Besichtigung 
der Agarplatten geschah nach 18—20-stflndiger Bebrfltung 
bei 37°. 


Ia. 

Bei der Salzs£uretrennungsmethode wurde frisches Meer- 
schweinchenkomplement mit salzsfiurehaltigem Aqu. dest steril. 
gefallt. Auf 1 ccm Serum wurden 8,2 ccm N/ 2r , 0 bezw. N/ 275 
bezw. N/ soo Salzsaure hinzugefQgt, 1 Stunde bei Zimmer- 
temperatur vor Licht geschfltzt aufbewahrt und dann scharf 
zentrifugiert. Der Niederschlag wurde nach erfolgter Waschung 
mit sterilem destilliertem Wasser auf 1 ccm aufgefiillt. Zur 
Neutralisation des Abgusses diente 0.8 ccm von y 25 (bezw. 

V30) n.NaOH (in 10-proz. phys. Kochsalzlbsung). 

Die Resultate von je 2 Trennungsversuchen mit N/ 250 , 
je 2 mit N/ ;too und 1 mit N/ 275 Salzsaure finden sich auf der 
vorstehenden Tabelle I (p. 242/43) verzeichnet. Die h&mo- 
lytischen Trennungskontrollversuche wurden bei alien bakteri- 
ziden Trennungsversuchen, wie aus der Tabelle ersichtlich, 
stets mitangestellt. 

Wie aus den Versuchen hervorgeht, gelang die Trennung 
des Komplements in Mittelstuck und Endstiick zierolich gleich- 
maliig gut mit der Salzsauremethode in den von Sachs und 
Altmann angegebenen Konzentrationen. Dabei lehren die 
Versuche I und II, daB auch mit N/ 250 Salzsaure eine immer- 
hin ganz deutliche Spaltung zu erreichen ist, wenn auch, wie 
Braun schon bemerkt und wie auch aus diesen Versuchen 
(besonders IV) hervorgeht, die Trennung vielleicht besser 
gelingt, wenn die Salzsaure in geringerer Konzentration ver¬ 
wendet wird. 

Alle Versuchsresultate zeigten deutlich — entgegen den 
friiheren Ergebnissen von Liefmann und Stutzer und 
in Uebereinstimmung mit Braun —, dafi Bau und Wirkungs- 
weise des bakteriziden und hamolytischen Komplements ganz 


Digitized by 


Go^ 'gle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Beitrage zur Kenninis der baktenziden Komplenhente. 


245 


gleich sind. Stets zeigte sich das Mittelstdck und das 
EndstOck allein im Verein mit dem Ambozeptor wir- 
kungslos, w&hrend die Wirkung nach Wiedervereinigung 
der beiden Komponenten auf das deutlichste zutage tritt. Nur 
bei Verwendung groBerer Men gen, besonders des Endstticks, 
trat — wie dies auch Braun beobachtete — eine wachs- 
tumshemmende Wirkung der betreifenden Komponente hervor, 
die aber, wie bekannt, und wie auch die Kontrollen zeigen, 
im h&molytischen Versuch oftmals ihr Analogon fanden. 

Ib. 

Aufier durch Salzsaure ist bekanntlich die Spaltung des 
Komplements noch ausgefOhrt mittelst der Dialyse- und der 
Kohlens&uremethode (Liefmann). Mit der ersteren steril 
zu arbeiten, wie es der bakterizide Plattenversuch ja im h6ch- 
sten MaBe verlangt, erscheint ausgeschlossen. Die Kohlen- 
s&uremethode jedoch zeigte sich auch zur Spaltung des bakteri- 
ziden Komplements gut geeignet, da sich bei Einleitung der- 
selben die Sterilitat ohne weitere Schwierigkeiten wahren l&Bt. 
In eine Mischung von 1 ccm Serum -|- 4 ccm eiskaltem sterilen 
destillierten Wasser wurde 6—8 Minuten lang der Kohlen- 
saurestrom aus einer Bombe eingeleitet und demnach scharf 
zentrifugiert. Der AbguB wurde mit 10-proz. physiologischer 
NaCl-Losung isotonisch gemacht und das Sediment gewaschen 
und auf das Ursprungsvolumen mit Aqua destillata wieder 
aufgefilllt. Von den zahlreichen angestellten Versuchen sind 
zwei vorher angefiihrt (s. Tabelle I, p. 242/43, No. VI und VII). 
Sie zeigen, daB auch bei der C0 2 -Trennung das bakterizide 
Komplement dem h&molytischen vSllig entspricht. Bei der 
ziemlich gleichm&Big gelungenen Trennung zeigt weder das 
Mittelstftck noch das Endstiick im Verein mit dem Ambo¬ 
zeptor irgendwie bakterizide Wirkung, die aber sofort nach 
Vereinigung der beiden kttnstlich getrennten Serumbestand- 
teile sehr deutlich wird. Welche Art der Trennung man an- 
wendet, ist fflr die Beschaffenheit der Einzelkomponenten 
irrelevant. Man kann, wie sich feststellen lieB, HCl-Mittel- 
sttick und C0 2 -Endstflck und umgekehrt zur vollen Wirksam- 
keit wieder vereinigen. 
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Ic. 

Braun richtete seine Aufmerksamkeit auch auf das Ver- 
halten der sogenannten Brandscben Modifikation, d. h. des in 
Kochsalz aufbewahrten und dabei ver&nderten Mittelstiicks bei 
der Bakterizidie. Analog den Verhaltnissen bei der H&molyse 
konnte er feststellen, daB auch im bakteriziden Versuch das 
in NaCl-Ldsung aufbewahrte Mittelstttck sich bei gleichzeitigem 
EndstQckzusatz nicht zur Wirksamkeit restituieren ISBt. In 
einer anderen Beziehung aber zeigte sich ein grundsatzlicher 
Gegensatz. Wahrend bekanntlich die komplettierende Funktion 
der Bran dschen Modifikation das Mittelstttck im hamolytischen 
Versuch bei spaterem EndstQckzusatz sich restituieren l3Bt, 
konnte diese Tatsache im bakteriziden Versuch nicht bestatigt 
werden, woftir Braun den Grund in der Natur des Antigens 
sieht. Bei einer Nachprttfung dieser interessanten Verhaitnisse 
findet man nun, daB der Gegensatz nur ein scheinbarer ist. 
Denn wie aus nachstehenden Versuchen hervorgeht, kommt 
hierbei sehr in Betracht die GroBe der Einsaat. Bei kleiner 
Einsaat IQBt sich auch im bakteriziden Versuch die Restitution 
der Wirkung verdeutlichen, wahrend dies bei grofier Einsaat 
nicht gelingt. 

Die Wirksamkeit der Brandschen Modifikation: 

E und M: 24 Stunden in Aqu. dest. getrennt aufbewahrt. 

NaCl—M: 24 Std. in phys. NaCl-Losung aufbewahrtes Mittelstiick. 

In M + E ist M: E = 1:10. 

Im Vorvereuch ergab Bich die Unwirksamkeit von M bzw. E allein 
mit Ambozeptor. 

I. M 4- E 4- NaCl + 1 /,, 00 Bakt. + Inimunscmmi Resultat 1 I Resultat II 


1,0 

+ o 

+ 

0,2 

+ 

1,0 

ca. 20 

0 

0,5 

+ 0,5 

+ 

0,2 

+ 

1,0 

„ 500 

0 

0,25 

+ 0,75 

+ 

0,2 

+ 

1,0 

„ 10000 

ca. 500 

0,1 

+ 0,9 

+ 

0,2 

+ 

1,0 

„ 100000 

„ 5000 

M + E + NaCl + 

l /, 0 Bakt. 

+ Irani un serum 

Resultat I 

Resultat II 

1,0 

+ o 

+ 

“ 0,2 

+ 

1,0 , 

ca. 500 

2—300 

0,5 

+ 0,5 

+ 

0.2 

+ 

1,0 

., 10 000 

einige 1000 

0,25 

+ 0,75 

+ 

0,2 

+ 

1,0 

„ 100000 

ca. 10000 

0,1 

+ 0,9 

+ 

0,2 

+ 

1,0 

CO 

fast oo 


II. NaCl— M + E + NaCl + 1 

Bakt. 

+ 

Immunser.! Resultat 11 

Resultat II 

1,0 

+ o 

+ 

0,2 

+ 

1,0 

1 fV) 

ca. 10000 

0,5 

+ 0,5 

+ 

0,2 

+ 

1,0 

! vV 

„ 100000 

0,25 

+ 0,75 

+ 

0,2 

+ 

1,0 

i cv ‘ 

OJ 

0,1 

+ 0.9 

+ 

0,2 

+ 

1,0 

V. 

oo 
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III. 

NaCl - M + NaCl + 

Bakt + I.-S. + n. '/, h E 

Resultat I 

Resultat II 


0,2 + 0 

+ 

0.2 

+ 1,0 

+ 

1,0 

ca. 1000 

ca. 50 


0.1 + 0,5 

+ 

0,2 

+ 1,0 

+ 

0,5 

„ 10000 

„ 100 


0,05 + 0,75 

+ 

0,2 

+ 1,0 

+ 

0,25 

„ lOOOOOj 

„ 1000 


0,02 + 0,9 

+ 

0,2 

+ 1,0 

+ 

0,1 

CO i 

1 ., 5000 

IV. 

NaCl —M + NaCl + 

V* n Bakt. + l.-S. 

+ n. V, fc El 

Resultat I 

Resultatll 


0,2 + 0 

+ 

0,2 

4* 1,0 

+ 

1.0 

ca. 100000 

ca. 10000 


0,1 + 0,5 

+ 

0,2 

+ 1,0 

+ 

0,5 

CO 

., 100000 


0,05 + 0,75 

+ 

0.2 

+ 1,0 

+ 

0,25 

\» 

! 

CO 


0,02 + 0,9 

+ 

0,2 

+ 1,0 

+ 

0,1 

00 1 

00 


V. Einsaatkontrolle: 

2,0 NaCl + 0,2 Bakt. 1 / i00 sofort| ca. 1000 I ca. 3 00 

2,0 „ + 0,2 „ '/ 600 n. 4 h I co | fast ^ 

2,0 „ + 0,2 „ V&o sofort 1 mehrere 1000 i ca. 10 000 

2,0 „ + 0,2 „ V&o n - 4 b | ~ I co 

VI. Hamolytische Kontrollen: 

a) M + E + NaCl + Hbl. + Abz. Resultat 1 Resultat II 

0,5 + 0,5 + 1,0 + 0,15 komplett komplett 

0,25 + 0,75 -f 1,0 4-0,15 fast komplett fast komplett 
0,1 4- 0,9 4- 1,0 4- 0,15 deutlich deutlich 

b) NaCl—M + E + NaCl + Hbl. + Abz. Resultat I I Resultat II 

0.5 4- 0,5 4- 1,0 4- 0,15 fcpurchen I 0 

0,25 + 0,75 + 1.0 + 0,15 0 i 0 

0,1 + 0,9 + 1,0 + 0,15 0 | 0 

c) NaCl—M -f NaCl -I- Hbl. + Abz. + n.' ? k E.i Resultat I Resultat II 
0,1 4- 0.5 + 1.0 4- 0,15 + 0,5 komplett komplett 

0,05 + 0,75 4- 1,0 + 0,15 + 0,25 komplett fast komplett 

0,02 + 0,9 -f 1,0 + 0,15 + 0,1 fast kompl. deutlich 

Es dQrfte demnach auch beztiglich der Wirkungsart der 
Brandschen Modifikation des MittelstUcks ebenso wie in den 
anderen vorbesprochenen Verhaltnissen eine vbllige Ueberein- 
stimmung zwischen dem bakteriziden uud dem hamolytischen 
Komplement anzunehmen sein. 


II. 

Durch die Untersuchungen von Sachs und Teruuchi 
betr. die Inaktivierung der Komplemente im salzfreien Medium 
hatte sich zeigen lassen, daB frisches Meerschweinchenserum 
durch Verdflnnen mit etwa 8—9 Teilen Wasser bei 37° derart 
verfindert wird, daB es nach dem Besalzen Komplement- 
wirkung nicht mehr ausiibt. Es lag nahe, zu priifen, ob diese 
fur die HSmolyse gefundenen Resultate auch fQr das bakteri- 
zide Komplement GOltigkeit haben. Die Versuchsanordnung 
war so, daB 1,0 ccm frisches Meerschweinchenserum -f* 8,2 
steriles Leitungswasser IV 4 Stunde bei 37° im Dunkeln auf- 
bewahrt wurde. Danach Besalzen durch 0,8 ccm 10-proz. 
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NaCl-L6sung. Zur Kontrolle 10 ccm Vio Meerschweinchen- 
komplement (in 0,85-proz. NaCl-L6sung) ebenfalls 1V 4 Stunde 
bei 37° gehalten. Von mehreren Versuchen seien zwei nach- 
stehend angeffihrt. 

Hamolyse 

quantitative 

entprechend 


NaCl -f ‘/.on T.-S. 4- Bakt. + H s O Kompl. 
0.5 + 0,5 + 0.2 + 0.5 

0,75 + 0,5 + 0,2 + 0,25 

0,9 + 0,5 + 0,2 + 0,1 

0,95 + 0,5 + 0,2 + 0,05 


Resultat 1 

Resultat II 

bei I 

ca. 1000 

ca. 20000 

f. kmpl. 

„ 10000 

„ 100000 

Spur 

„ 100000 

fast ~ 

Spiirch. 

i mehrere 

OO ( 

0 

| 100000 




bei II 
Spiirch. 
0 
0 


0 


NaCl 

+ * 

U 1-fc 

5. + 

Bakt. 

+ NaCl-Kompl. 



0,5 

+ 

0,5 

+ 

0,2 

+ 

0,5 

0 

ca. 

0,75 

+ 

0,5 

+ 

0,2 

+ 

0,25 

ca. 100 


0,9 

+ 

0,5 

+ 

0,2 

+ 

0,1 

1 „ -500 

J 7 

0,95 

+ 

0,5 

+ 

0,2 

+ 

0,05 

, ,. 1000 



1 000| kmplett 
5000j „ 

50 000 f. kmpl. 

looooo!,, 


j kmplett 
| f. kmpl. 
.deutlich 
I Spur 


Einsaat0,2 Bakt. 1 / M0 sofort' ca. 500 ! ca. 5000 
0,2 ., ‘4oo n. 4“ | fast ~ | ,» 


Wie die Ergebnisse zeigen erleidet also auch das bakteri- 
zide {Complement ini salzfreien Medium eine ganz bedeutende 
Einbufie in seiner Wirksamkeit. 

Es fragte sick nun weiter, ob auch die von Sachs und 
Bolkowska beim Versuch der Restitution des Wasser- 
Komplements durch Mittelstttck oder Endsttlck bei der Hamo- 
lyse gefundenen Verhaltnisse beim bakteriziden Komplement 
sich bestatigen lieBen. Bekanntlich erzielten die Autoren 
wechselnde Ergebnisse, indem n&mlich die Restitution des im 
salzfreien Medium zerstbrten Komplements vielfach durch iso- 
lierten Zusatz von EndstQck, in selteneren Fallen aber auch 
durch Mittelstuckzusatz gelang. Tatsachlich zeigte sich diese 
Regellosigkeit auch im bakteriziden Versuch. Auch hier schien 
Endstuckzusatz zur Wiederherstellung der Wirkung des in 
Wasser zerstbrten Komplements geeigneter. Aber auch bei 
alleinigem MittelstOckzusatz war eine komplettierende Wirkung 
bisweilen immerhin zu erkennen. In einem Versuch gelang 
es, genau wie dies Sachs und Bolkowska bei der Hamo¬ 
lyse gefunden, das durch Wasserverdflnnung erheblich abge- 
schwachte Komplement sowohl durch MittelstQck als durch 
Endstuck deutlich zu verstarken, wenn auch eine vollkommene 
Wiederherstellung der Komplementwirkung dabei nicht ein- 
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trat, wie dies die Autoren beim h&molytischen Komplement 
beobachteten. 

III. 


Eine letzte Serie von Versuchen betraf die Beeinflussung 
des bakteriziden Komplements durcb das Cobragift. Flexner 
und Noguchi, Noc, Sachs, Morgenroth und Kaya 
haben festgestellt, dafi die Einwirkung des Cobragiftes 
die Komplementwirkung aufhebt. Beim bakteriziden Kom¬ 
plement ist, wie der folgende Versuch in Best&tigung der 
Angaben von Flexner und Noguchi, sowie Noc zeigt, 
das gleiche der Fall. 


Betreffs der Versuchsanordming sei bemerkt. dafi nach den Angaben 
von Omorokoff 1,0 ccm frisches Meerechweinchenserum + 0,4 '/.-proz. 
Cobragift l'/ 4 Stunde bei 37° gehalten und danach 8,6 ccm physiologischer 
NaCl-Losung hinzugefiigt wurde. Wenn auch an sich steril, so wurde 
das Gift sicherheitabalber noch 30 Minuten der Besonnung in diinnster 
Schicht ausgesetzt. Eine Beeintrachtigung in seiner Wirkung erfuhr es 
dadurch nicht, wie entsprechende Versuche zeigten: 


NaCl + 7 100 

I.-Ser. + Bakt. + Cobrag.-Kompl. 

1 

Resultat 

0 + 

0,5 + 0,2 + 

1,0 

mehrere 1000 Kolonien 

0,5 + 

0,5 + 0,2 + 

0,5 

cv> Kolonien 

0,75 + 

0,5 + 0,2 + 

0,25 ; 



0,9 + 

0,5 + 0,2 + 

0,1 

^ n 

NaCl + Vioo 

I.-Ser. + Bakt. + '/ l0 

Meerschw.-Kompl. 1 

Resultat 

0 + 

0.5 + 0,2 + 

1,0 


0 Kolonien 

0,5 + 

0,5 + 0,2 + 

0,5 


10 

0,75 + 

0.5 + 0.2 + 

0,25 


ca. 100 „ 

0.9 + 

0,5 + 0,2 + 

o,i 


„ 300 


Von Kontrollen sei erwahnt: 

Einsaat 0,2 l / b00 Bakt. + 1,0 XaCI 6ofort ca. 5000 Kolonien 
» 0,2 ‘/soo „ + 1,0 „ n. 4 Std. ~ „ 


Hamolytische Kontrolle: 

NaCl + Hbl. + Abz. l l i00 + Cobrag.-Kompl. 

0 + 0,5 + 0,15 + 1,0 

0.5 + 0,5 + 0,15 + 0,5 

0,75 + 0.5 +0,15 + 0.25 

0,9 + 0,5 + 0,15 + 0,1 

NaCl + Hbl. + Abz. */ioo + fr- Meerschw.-Kompl. 

0 + 0.5 + 0,15 + 1,0 

0,5 + 0,5 +0,15 + 0,5 

0,75 + 0,5 + 0,15 + 0,25 

0,9 + 0,5 + 0,15 + 0,1 


Resultat 

Spiirchen 

0 

0 

0 

komplett. 

fast komplett 
deutlich 


Es fragte sich nun, ob in bezug auf die Restitution des 
mit Cobragift behandelten bakteriziden Komplements die 
gleichen Verh&ltnisse bestehen, wie sie kflrzlich von Braun, 
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Sachs und Omorokoff fflr das h&molytische Komplement 
beschrieben wurden. Es gelingt n&mlich, das durch Cobra- 
gift inaktivierte, h&molytische Komplement besonders durch 
Zusatz von Mittelstfick, wie schon Braun zeigte, in der 
Regel aber auch durch Endstttck, wie sich aus den Unter- 
suchungen von Sachs und Omorokoff ergibt, in seiner 
Wirkung zu restituieren. Dafi auch ffir das bakterizide Kom¬ 
plement im Prinzip gleichartige Verh&ltnisse bestehen, zeigt 
der folgende Versuch: 


NaCl 4 - I.-Ser. 4 - Bakt. 4 - Cobrac.-Kompl. 

1 ex') 

4 * M. bezw. 4 " E. 

0 

4- 

0.5 

4- 0,2 

4- 

1,0 


0,1 ea. 100 0.5 ca. 1000 

0,5 

+ 

0,5 

+ 0,2 

4- 

0,5 

1 cv. 

0,1 „ 3000.5 .,3000 

0,75 

4- 

0,5 

4- 0,2 

4- 

0,25 

CO 

l 0,1 ., 300 0,5 „ 10000 

0,9 

4- 

0,5 

4- 0,2 

4- 

0,1 

I CO 

0.1 „ 500 0,5 fast ™ 

1.0 

4- 

0,5 

4- 0,2 

4- 

0 ! 

' — 

0,1 ~ 0,5 00 

NaCl 4 -1 

.-Ser. 4- Bakt. 4- ‘A., 

Mschw.-Kompl. 



0 

4 - 

0,5 

4- 0,2 

4- 

1,0 

0 ! 

Einsaatkontrolle 

0,5 

4 - 

0,5 

4- 0,2 

4- 

0,5 

0 : 

0,2 Bakt. 4-1,0 NaCl so fort 








ca. 1000 

0,75 

4 - 

0,5 

+ 0,2 

4- 

0,25 

0 i 

10,2 Bakt. 4 -1,0 NaCl n. 4 

0,9 

4 - 

0,5 

4- 0,2 

+ 

0,1 

ca. 50 

i Std. cv 


Hiimolytische Kontrollen: 


NaC 

1 + 

Hbl. 

+ V100 

Abz. 

4- Cobrag.-Kompl. 

0 

+ 

1,0 

4- 

0,15 

4- 

1,0 

0.5 

4- 

1,0 

4- 

0,15 

+ 

0.5 

0,75 

+ 

1,0 

4- 

0,15 

+ 

0,25 

0,9 

4- 

1,0 

+ 

0,15 

4- 

0,1 


0 

0 

0 

0 


+ M 0,1 
komplett 

fast komplett 
deutlich , 


NaCl + Hbl. -f Abz. 4- */ 10 Komplement 


0 + 1,0 + 0.15 + 1,0 

0,5 + 1.0 + 0,15 + 0,5 

0.75 + 1,0 4- 0.15 4- 0,25 

0,9 4- 1,0 4- 0,15 4- 0,1 


komplett 

fast komplett 
deutlich 


M. bezw. E. isoliert mit dem System = 0. 


+ E. 0.5 
dentlicn 
Spur 
Spiirchen 
0 


Die Restitution der Wirkung des durch Cobragift inaktiv 
gewordenen Komplements ist also sowohl durch Mittelstuck, 
als auch durch Endstiick eine deutliche, st&rker bei Mittel- 
stiickzusatz. Allerdings ist eine quantitative Restitution, wie 
sie Sachs und Omorokoff fflr das h&molytische Kom¬ 
plement beschreiben, nicht erzielt worden. Aber auch in 
den Kontrollversuchen ist, wenigstens durch EndstGckzusatz, 
die voile Wirkung des hamolytischen Komplements nicht er- 
reicht worden. Offenbar sind hierftir geringe Abweichungen 
in den Versuchsbedingungen verantwortlich zu machen, und 
es diirften daher weitere Untersuchungen notwendig sein. 
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um das Verhalten des bakteriziden Komplements gegenflber 
der Cobragiftwirkung aufzukl&ren. Prinzipiell scheinen jeden- 
falls nach meinen bisherigen Erfahrungen ganz Shnliche Ver- 
haitnisse vorzuliegen, wie bei dem hSmolytischen Komplement. 

Zusammenfassung. 

1 ) Das bakterizide Komplement entspricht im Bau dem 
hamolytischen. Die bakterizide Komplementwirkung zeigt 
sich als die Resultante der Funktionen zweier Serumbestand- 
teile, von denen einer in der Globulinfraktion, der andere im 
SerumabguR sich nachweisen l5Bt. 

2) Diese Uebereinstimmung erstreckt sich anch auf die 
Wirknngsart der Brandschen Modifikation des MittelstQcks. 

8 ) Das bakterizide Komplement erleidet ebenso wie das 
h§molytische im salzfreien Medium eine Starke Abschw&chung 
seiner Wirkung, die zuweilen durch Mittelstflck-, zuweilen 
dorch Endstflckzusatz, gelegentlich durch beide Fraktionen 
ziemlich wiederhergestellt werden kann. 

4) Durch Cobragift wird die bakterizide Komplement¬ 
wirkung aufgehoben, deren Restitution durch EndstOck- wie 
durch Mittelstiickzusatz, vollstandiger durch letzteres gelingt. 
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[ Au 8 dem Institut ftir Hygiene und experimentelle Therapie zu 
Marburg (Direktor: Wirkl. Geh. Rat Prof. Dr. v. Behring).] 

Weiterer Belting zur Frage der Haltbarkeit heterologen 
Antitoxins im Organismns. 

Von Professor Dr. Paul H. B5mer, Marburg. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 16. Februar 1912.) 


In einer frflheren, gemeinsam mit Sanies publizierten 
Arbeit 1 ) konnte gezeigt werden, daB im Blute von Schafen. 
die auf die verschiedenste Weise (subkntane Injektion, direkte 
und indirekte Ffltterung) mit tetanusantitoxinhaltigem Pferde- 
serum behandelt waren, sich das Antitoxin bis zu 6 Monaten 
halten kann; in einem Fall allerdings (Schaf 51, s. p. 278 der 
zitierten Arbeit) war das subkutan eingespritzte Tetanus- 
antitoxin in spStestens 8 Wochen vollkommen ausgeschieden. 
Da gerade dieser Fall ein ausgewachsenes Schaf betraf, die 
erstgenannten Fklle aber neugeborene bzw. sehr junge L&mmer, 
habe ich ad hoc an einem klteren Schaf den Versuch noch 
einmal wiederholt. 


Versuch 1. Schaf 91, Gewicht 35 kg, erhielt am 16. VIII. 09 
26,5 ccm Tetanusserura (insgesamt 132,5 A.E.) subkutan injiziert Vor der 
Tetanusseruminjektion, sowie 2, 10, 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180 und 210 
Tage nach der Serumeinspritzung wurden Blutproben entnommen und auf 
Antitoxin gepriift. 

Zu den Antitoxinpriifungen diente dasselbe Gift, das wir in der 
friiheren Arbeit 1 ) benutzt hatten und fur das wir folgende Werte fest- 
stellten: 1 ccm = 120000 + Ms (d. h. todliche Dosis fur 120000 g Maus 
bzw. 0,0001 todliche Minimaldosis fur eine Maus vou 12 g). Indirekte 
Giftpriifungen ergaben die gleichen Werte wie friiher, d. h. 


0,008 

0,o04 

0.003 

0,002 

0,001 

0.0007 

0,0003 


ccm 

Gift + 

i / 

'1000 

n 

ii 4* 

/ 2 0 0 0 


ii 4 

1/ 

.'<500 

n 

,, 4 

1 / 8 0 0 0 


ii 4 

1 / 

1 4 0 oo 

ii 

ii 4 

* / 6 6 0 0 

ii 

ii 4 

/ 1 0000 


A.E. 


= Lf (Tod der Maus fruhestens 
nach 4—5 Tagen). 


1 ) Diese Zeitschrift, Bd. 4, 1909, Heft 3. 
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Entsprechend diesen Neutralisierungsformeln sind die nachfolgenden 
Antitoxinberechnungen vorgenommen worden. 


Tabelle I. 


Serum- 

priifung 

vom 

Maus 

No. 

Ge- 

wicht 

g 

Gift- 

dosis 

Semmdosis 

ccm 

Ergebnis 

16.VIII. 09 6951 

12 

0,0001 

0,3 Serum Schaf 91!+ nach 5 Tag. 

vor der 






Serum- 






injektion 







6950 

12 

0,0001 

0,3 Norm.-Schafser. 

f n. 4'/, Tag. 

18. VIII.09 6952 

12 

0,008 

'4oo Serum Schaf 91 

fnach28Std. 


6953 

12 

yy 

/iso » l> » 

1 " » 36 ,, 


6954 

12 

yy 

1 / 

/ so 

t 42 „ 


6955 

12 

„ 

1 i 

40 yy yy yy 

glatt 

26.Vin.09 7038 

10 

0,008 

O 40 Serum Schaf 91 

+ nach27Std. 


7073 

11,5 

M 

^30 yy yy yy 

t „ 4 l / t Tag. 


7071 

13 

„ 

1 15 yy y yy 

glatt 


7039 

10 

” 

l / 

/ft yy yy y* 

yy 

31.VIII.09 7128 

11 

0,008 

Vio Serum Schaf 91 

fnach 48 Std. 


7072 

13 

” 

»/ 

/16 v v yy 

glatt 

14. IX. 09 

7129 

11 

0,008 ! 

1 /, r> Serum Schaf 91 

t nach 23 Std. 


7214 

10 

1 

! ) J 

i. 

‘ 10 •> y* yy 

t „ 26 „ 


7215 

13 

yy i 

i 

1 6 yy yy yy 

t „ 42 „ 


7216 

13 

yy 

'/ 

3 » •> 1? 

glatt 

14. X. 09 

7257 

13 

0,008 

Serum Schaf 91 

fnach 36Std. 


7295 

14 

0,004 

0,3 ,, ,, ,, j 

glatt 

14. XI. 09 

7354 

13 

0,002 

0,3 Serum Schaf 91 

jt nach 5 Tag. 

14. XII. 09 7377 

14 

0,0007 

0,3 Serum Schaf 91 

t nach 5 Tag. 

14. 1. 10 

7391 

13,5 

0,0002 

0.3 Serum Schaf 91 

— =.- 


7389 

13 

0,0001 

0 3 

»• yy 



7388 

13,5 

0,0002 

0,3 Norm.-Schafser. 

fnach 48 Std. 


7390 

13 

0,0001 

0,3 dgl. 

t H 4‘/ s Tag. 

14. II. 10 

7393 

12.5 

0,0002 

0,3 Serum Schaf 91 

f nach 4 Tag. 


7392 

12,5 

0,0001 

0<3 ff ,, „ 

— 


7394 

12,5 

0.0002 

0,3 Norm.-Schafser. 

f nach 48 Std. 


7395 

12.5 

0,0001 

0,3 dgl. | 

+ „ 5 Tag. 

14. III. 

7515 

12,5 

0,0001 

0,3 Serum Schaf 91 



7516 

12,5 

0,0001 jO, 3 Norm.-Schafser. 

1- r: 


1 ccm des 
Schaf- 
serumsent- 
hielt also 


0 A.E. 


7„ A.E. 


7 ,. a.e. 


ca. ‘/ 5 
A.E. 


ca. 


w 


A.E. 


r “il" 

VlOOO A.E. 

V9000 

I geringe 
Mengen 
von 

Antitoxin 

Spuren 

von 

Antitoxin 


0 A.E. 


Es vermag also das einem heterologen 
(Pferde-)Blutserum entstamraende Antitoxin 
sich im Organismus auch erwacbsencr Schafe bis 
zu6Monaten in nach weisbar en Men gen zu halten. 
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Uebrigens war dieses Schaf 91 — im Gegensatz zu zahl- 
reichen anderen — das einzige, in dessen Blutserum sich auch 
die mit einem prfizipitierenden Pferdeantiserum nachweisbare 
pr&zipitable Substanz sehr lange hielt (vgl. die nachfolgende 
Arbeit). 

Ich habe sodann meine Untersuchangen auch auf Di- 
phtherieantitoxin ausgedehnt, um festzustellen, ob etwa 
prinzipielle Unterschiede zwischen Diphtherieantitoxin und 
Tetanusantitoxin bestflnden. 


Zur Priifung diente das in mehreren friiheren Arbeiten 1 ) schon ge- 
nauer besehriebene und in groBen Mengen von uns vorriitig gehaltene und 
dauemd kontrollierte Diphtheriegift Ballon 7. Die Priifung geschah nach 
der von mir angegebenen und auch bereits von anderen Autoren (Kara- 
e aw a und Schick) mit Krfolg benutzten intrakutanen Wertbestimmungs- 
methode. Dieselbe besteht darin, dafi fallende Dosen des zu priifenden 
Serums mit den mit Hilfe der Frankfurter Test-Antitoxin-Einheit fest- 
gestellten Testgiftdosen gemischt und die Mischungen in meist 0,1 ccm 
Gesamtfliissigkeit normalen Meerschweinchen intrakutan in depilierte Haut- 
stellen injiziert werden. Es wurden in der Regel 4 bis hochstens 6 Prii- 
fungen gieichzeitig an einem Tier vorgenommen und der Erfolg der In- 
jektion nach 2 X 24, 3 X 24, 5 X 24 und 8 X 24 Stunden kontrolliert und 
eingetragen. Als Grenzwert diente der schon friiher von uns benutzte 
Ln-Wert (Limes-Nekrose-Wert), d. h. Feststellung derjenigen Serumdosis, 
die noch eben mit der entsprechenden Testgiftdosis eine Spur Nekrose 
erzeugte. Die Neutralisierungsformeln fiir das Diphtheriegift Ballon 7 lauten : 


■r 

y? ooo 

/40000 


Diphtherie-A.E. + 0,(K)8 

+ 0,0 *2 

,, -f* 0/M>0125 

„ + 0,0UU()2 


Diphtheriegift Ballon 7 
„ 7 


- Ln. 


Ohne Antitoxin erzeugte noch gerade die Dosis von 0,00001 ccm des 
Diphtheriegiftes deutliche Nekrose. 

Entsprechend diesen Neutralisierungsformeln 6ind die naehfolgend 
angefiihrten Antitoxinberechnungen vorgenommen worden. Die Schafsera 
wurden nur inaktiviert ( l / 2 Stunde auf 56° erwarmt) verwandt, um die 
hiiufig normalerweise vorhandene, Hautentziindungen hervorrufende Wir- 
kung frischen Schafsemms zu verhindern. 


Versuch 2. Schaf 59, 45 kg schwer, erhalt am 8. XI. 10 10 ccm 
des Diphtherieserums Flasche 1 (1350-fach) = 13500 D.A.E. subkutan, 
Antitoxinpriifungen des Blutes wurden nach 2, 9 und 16 Tagen vor¬ 
genommen mit dem in Tabelle II verzeiehneten Ergebnis. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 3, H. 2, 4 und 5. 
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TabeUe II. 


Serum- 

prufung 

vom 

Meer- 

echw. 

No. 

Ge- 

wicht 

8 

Gift- 

dosis 

Serumdosis 

ccm 

Ergebnis 

1 ccm des 
Schaf- 
Berumsent- 
halt also 

10. XI. 10 

9029 

220 

0,000125 

!•> 

” 

r 

7,ooo Sei\ Schaf 59 

ii 

/ ?50 yy yy >» 

Jui> yy yy v 

Im yy yy yy 

starke Nekrose 
maSige „ 
Spur ; 

glatt ! 

J 7,e A.E. 

19. XI. 10| 9059 

300 

0,000125 

'/ 40 Serum Schaf 59 

starke Nekrose 1 

; : 





V 

1 / 1 
/io yy yy yy 

V 

/io yy yy yy 

lb yy yy yy 

1 ' 

t - ! so yy yy 

^40 yy yy yy 

Jio yy yy yy 

1 

yy yy 



9067 

250 

yy 

yy 

0,00002 

yy *y 

yy yy 

geringe Nekr. 
Spur 1 

glatt 1 

■ 1 ! loon A.E. 




” 1 

1 io yy yy » 

” 


26. XI. 1019080 

! 

250 

0,00002 

yy 

V J0 Serum Schaf 59 

ho yy yy yy , 

Nekrose 

yy 1 

J 0 A.E. 


Bereits 18 Tage Dach der Seruminjektion war also kein 
nachweisbares Diphtherieantitoxin mehr im Blute vorhanden. 


Versuch 3. Schaf 58, 46 kg schwer, erhalt am 26. XI. 10 13 ccm 
Diphtherieserum II (360-fach) = 4600 D.A.E. subkutan. Das Blutserum 
wurde in der gleichen Weise wie das des Schafes 59 2 Tage und 11 Tage 
nacb der Seruminjektion gepruft mit nachfolgendem Ergebnis: 

Tabelle III. 


Serum- 

Prufung 

vom 

Meer- 

schw. 

No. 

Ge- 

wicht 

g 

Gift- 

dosis 

Serumdosis 

ccm 

I Ergebnis 

1 ccm des 
Schaf- 
serums ent- 
halt also 

& 

B 

O 

9088 

250 

0,000125 

yy 

yy 

yy 

V4000 Se r * Schaf 58 
*/ 

^tooo yy yy yy 

Uooo >• yy yy 1 

; i/ 

• 500 yy yy yy 

1 

| Nekrose 

yy 

Spur Nekrose 
glatt 



9081 

220 

i 

0,000125 

y> 

'/too „ 58:glatt 

M 

f v5o M % y yy •» 

•/ 

• */, a.e. 


»o 


a xn. 10 


i 


v„ 


9110 


200 ! 0,00002 '/«o Serum Schaf 58 Nekrose 


' 7,0 

i v# 

phvs. 


Kochsalzlos. 


0 A.E. 
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Bei Schaf 58 war also bereits 11 Tage each der Anti- 
toxininjektion das eingespritzte Antitoxin nicht mehr nach- 
weisbar, obwohl 2 Tage nach der Serumeinspritzung sich 
relativ viel betr&chtlichere Mengen fanden, als bei dem Schaf 58. 


Versuch 4. Schaf 33, 50 kg schwer, erhiilt am 26. XI. 10 14 ccm 
des Diphtherie-Heilserums II (360-fach) = 5000 D.A.E subkutan. Das 
Blutserum wurde in der gleichen Weise wie oben gepriift, und zwar 2 Tage 
und 11 Tage nach der Serumeinspritzung mit nachfolgendem Ergebnis: 


Tabelle IV. 


Serum- Meer- Ge- 
priifung schw.'wicht 


vom 


No. 


g 


Gift- 

dosis 


Serumdosis 

ccm 


Ergebnis 


1 ccm des 
! Schaf- 
i serums ent- 
I halt also 


28. XI. 10 9091 


'9082' 


240 0,00025, l ' 
n 

i 

ii 


4000 

_’00U 
/1000 
/ 500 


Ser. Schaf 33 Nekrose 


310 .0,00025! ;/ soo 


Serum Schaf 33 


/:26 

£ 

V,0 


8 . XII. 10! 9112 200 0.00002 '/ 40 Serum Schaf 33 


I'/,, 

i/ 


; i& >» fi n 

I pays. Kochsalzlos. 


Spur Nekrose! 

Spur Nekrose 
glatt | 


Nekrose 


V. a.e. 


0 A.E. 


Auch in diesem Falle war das Diphtherieantitoxin be¬ 
reits nach 11 Tagen ausgeschieden. 

Auf Grund dieses Versuches mufite an die Mdglichkeit 
gedacht werden, daB Diphtherieantitoxin beziiglich der Halt- 
barkeit im Schaforganismus vielleicht prinzipiell sich anders 
verhS.lt, wie das ebenfalls vom Pferde stammende Tetanus- 
antitoxin. Andererseits aber war zu berticksichtigen, daB 
zwei der oben angefuhrten Schafe (No. 33 und 58) bereits 
friiher einmal mit Pferdeserum behandelt waren. Vielleicht 
war die raschere Ausscheidung des Diphtherieantitoxins auf 
diese friihere Pferdeseruminjektion und einen danach zurflck- 
gebliebenen Ueberempfindlichkeitszustand zu beziehen. Weiter 
war zu berticksichtigen, daB wir schon frtiher einmal (vgl. 
Bd. 4 dieser Zeitschr., p. 278) eine relativ rasche Ausscheidung 
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auch des Tet&nusantitoxins bei einem Schafe gefunden batten, 
das vorher nicht mit Pferdeserum bebandelt war. Ferner 
zeigte sich — ich verzicbte auf die Mitteilung der Einzel- 
protokolle — daB bei den erw&hnten Schafen 33, 58 und 59 
auch eingespritztes Tetanusantitoxin mit der gleicben Schnellig- 
keit ausgeschieden wurde. Endlich dfirfte der nachfolgende 
Versuch beweisen, daB Diphtherieantitoxin sich im Prinzip nicht 
anders verh&lt wie Tetanusantitoxin, insofern als wir bei dem 
nachfolgend erw&hnten Schafe 113 relativ langes Verbleiben 
des Diphtherieantitoxins im Blutserum feststellen konnten. 

Versuch 5. Schaf 113, 49 kg schwer, erhalt am 12. XII. 10 
13,6 ccm des Diphtherieserums II (360-fach) = 4900 A.E. subkutan. Ea 
wurden Blutproben des Schafes 2, 10, 18, 31 und 61 Tage nach der Serum- 
injektion gepriift. Die Technik der Priifung war die gleiche wie bei den 
Serumpriifungeo der Schafe 59, 58 und 33. 

Tabelle V. 


Serum- Meer- 
priifung schw. 
vom No. 


14. XII. 10 9121 310 0,000125! 

i „ I 


22. XII. 10 9152 360 0,000125i 


” i 

9148 370 0,000125; 

1 1 ;; ! 
I ! 


30. XII. 10 9153 300 0,000125 
■ >> 


9147 320 0,000125 

i yy 



1 ccm des 
Schafser. 
enthalt 
also 


/? ooo 
/1000 


'250 
I lib 


Schaf 113 Nekrose 

yy yy * yy 

„ „ Spur Nekrose; 
» » ! 


L (too Ser. Schaf 113 Nekrose 


2000 

1000 

/boo 

200 


„ ^purNekrosej 
„ jAndeutung 
'von Nekrose 
113 glatt 


/ wo ^r. Schaf „ iglatt 

i so yy y* yy t » 

/40 yy yy » yy 

I ?0 yy yy yy ■ yy 


/sooo 
/1000 
Uoo 
i 200 

/100 

/ 

' 1BO 
HO 
40 

*0 

10 


Ser. Schaf 113 Nekrose 


» .glatt 

■ 

Ser. Schaf 113 Spur Nekrose 
,, glaO 


V, A.E. 


V 10 A.E. 


V,» A.E. 
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Serum- 

pnifung 

vom 

Meer- 

schw. 

No. 

Ge- 

wicht 

g 

Gift- 

dosis 

Serum doeis 

ccm 

Ergebnis 

1 ccm des 
Schafser. 
enth&lt 
also 

12 . I. 11 

9151 

1 

! | 

i 

400 

i 

I | 

1 

0,000125 

•1 

11 

l / 70 Ser. Schaf 113 

/®») M 11 11 

ly 

'BO »» 11 11 

1 / 

/40 1 * 11 1 * 

/ 30 11 11 11 

* / 

'90 11 11 11 | 

Nekrose 

Spur Nekrose 
gfatt 

11 

1 ! 

•7.0 A.E. 


11. II. 11 


9216 340 [0,000125 

i ” y*° 

i 1 .. ;/,o 

| I » /jo 

1 .. 7,0 

, „ V. 


Ser. Schaf 113 


Nekrose 


9218 1 280 0,00004 */*„ Ser. Schaf 113 

, i i/ 

| 11 >40 n . i» n I 

l , 1 / 1 

I •» j to 1' I’ 1* i 

1 / 

J? /1 o >> »» >’ 1 

1 / 

>» /ft «• » •> ! •> 

„ phys. Kochsalzlos. Nekrose 


>> 


Spur Nekrose] 
gfatt 


Spur Nekrose 
gfatt 


A.E. 


Leider konnte die weitere Antitoxinabnabme im Blut des 
Bchafes 113 nicht mehr verfolgt werden. Vorstebender Ver- 
such lehrt nor so viel, daB in diesem Falle sich das Diphtherie- 
Antitoxin in recht betr&chtlichen Mengen bis zu mindestens 
2 Monaten nach der Injektion gehalten hat. Ein prinzipieller 
Unterschied zwischen Diphtherieantitoxin und Tetanusanti- 
toxin hinsichtlich ihres Verhaltens im Schaforganismus dfirfte 
also kaum bestehen. Wenn wir in den sp&rlichen Unter- 
suchungen fiber die Haltbarkeit von Diphtherieantitoxin im 
Schaforganismus haufiger rasches Verschwinden feststellten, 
wfthrend in nahezu alien Versuchen mit Tetanusantitoxin 
lange Haltbarkeit festgestellt wurde, so ist vermutlich zur Er- 
kl&rung das oben erwfihnte Moment heranzuziehen, daB zwei 
der mit Diphtherieantitoxin behandelten Schafe schon frfiher 
eine Pferdeseruminjektion erhalten hatten. 

Im allgemeinen finden wir jedenfalls in 
diesen Untersuchungen eine Best&tigung unserer 
frfiheren Angabe, daB an Pferdeserum geknfipftes 
Antitoxin sich im Blute von Schafen, die auf die 
verschiedenste Weise mit ihm behandelt sind, 
viel l&nger halten kann, als man es fflr gewfihn- 
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lich bei heterologen Antitoxinen erwartet Di- 
p h t h e r i e an t i t o xi n und Tetanusantitoxin ver- 
halten sich dabei im wesentlichen identisch; da- 
gegen scheint die frtthere Behandlung des Scha- 
fes mit Pferdeserum eine raschere Ausscheidung 
nachfolgend injizierten P f er d e an ti to xi n s zu 
verursachen. 

Ueber die Grfinde, warum auch bei den bisber noch nicht 
mit Pferdeserum behandelten Schafen eingespritztes Anti¬ 
toxin sich so verschieden verhait, indem es bei den einen 
rasch ausgeschieden wird (Schaf 58 dieser Arbeit, Schaf 51 
der frfiheren Arbeit) und bei den anderen sich fiber Monate 
halt (Schafe 91 und 113 dieser Arbeit, Schafe 105, 104, 107, 
96, 101, 103, 100 und 99 der frfiheren Arbeit), vermag ich 
nichts Bestimmtes auszusagen. Ich habe untersucht, ob sich 
prazipitierende Antikfirper gegen PferdeserumeiweiB im Blut- 
serum der antitoxinbehandelten Schafe nachweisen lassen, und 
kann kurz dahin resumieren, daB ich im Blute alter der 
Schafe, bei denen sich das Antitoxin lange hielt, niemals 
Prazipitine gegen PferdeeiweiB nachweisen konnte. Mit dem 
Serum der Schafe 33 und 59 konnte dagegen in 7io*Ver- 
dfinnung frisch gewonnenen Pferdeserums eine schwache Pra- 
zipitinreaktion erzielt werden. Die Schafe 51 und 58, bei 
denen ebenfalls Antitoxin rasch ausgeschieden wurde. lieBen 
dagegen keinen nachweisbaren Prazipitingehalt ihres Blut- 
serums erkennen. Es scheint mir nach diesem Befund nicht 
unmftglich, daB die rasche Ausscheidung des Antitoxins, wenn 
sie bei den Schafen eintritt, auf Prazipitinbildung zurfickzu- 
ffihren ist. Bei den Schafen 51 und 58 war sie vermutlich 
zu schwach, um mit den fiblichen Methoden nachgewiesen 
werden zu kfinnen. 


Zusammenfassung. 

1 ) Der in einer frfiheren Arbeit gemeinsam mit Sanies 
geffihrte Nachweis, daB sich Tetanusantitoxin, stammend 
?om Pferde, im Organismus junger Schafe sehr lange halten 
kann (bis zu 6 Monaten), wird in der vorliegenden Arbeit 
durch Untersuchungen an erwachsenen Schafen im gleichen 
Sinne ergfinzt. 
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2) Diphtherieantitoxin, stammend vom Pferde, verh&lt 
sich hinsichtlich seiner Haltbarkeit im Schaforganismus ini 
Prinzip ebenso wie Tetanusantitoxin. 

3) Bei manchen Schafen findet eine rasche Ausscheidung 
sowohl des Dipbtherietoxins wie des Tetanusantitoxins statt, 
ohne daB dafflr besondere Grfinde mit Sicherheit verant- 
wortlich zu machen sind. 

4) Eine frflhere Behandlung mit Pferdeserum beschleunigt 
die Ausscheidung von Pferdeantitoxin aus dem Schaforganismus. 


Nackdruck verboten. 

[Aus dem Institut ftir Hygiene und experimentelle Therapie zu 
Marburg (Direktor: Wirkl. Geb.-Rat Prof. Dr. v. Behring).] 

Antitoxin und Eiwelfi. 

Von Prof. Dr. Paul H. Rdmer. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 16. Februar 1912.) 

Im nachfolgenden soil eine groBere Anzahl von Versuchs- 
reihen, die die Beziehungen der antitoxischen Funktion zum 
BlutserumeiweiB behandeln, mitgeteilt werden. Es handelt sich 
um Versuche, die zum grbBten Teil bereits vor l&ngerer Zeit 
abgeschlossen waren, ihre Publikation unterblieb aber, trotz 
eines in einer friiheren Arbeit 1 2 ) gegebenen entsprechenden 
Hinweises, da die Ergebnisse der Untersuchungen nicht klar 
deutbar waren. Obwohl auch jetzt nur auf hypothetischem 
Wege eine gewisse Erkl&rung der nachfolgenden eigenartigen 
Befunde gegeben werden kann, veranlassen mich zu dieser 
Mitteilung die Arbeiten Landsteiners und Praseks*), 
sowie Do errs und Picks 3 ), deren Untersuchungen sich in 
ahnlicher Richtung bewegen. Ich komme auf die genannten 
Arbeiten spaterhin zuruck, um erst auf meine eigenen, zum 
Teil in Gemeinschaft mit Dr. Sames ausgefflhrten Unter- 

1) Diese Zeitschr., Bd. 3, Heft 1. 

2) Diese Zeitschr., Bd. 10, Heft 1,2. 

:i) Centrall)!. f. Bakt. etc., Orig., Bd. 62? 
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suchungen einzugehen und speziell zunfichst auf die Gesichts- 
punkte, von denen sie ausgingen. 

Durch eine Reibe von Autoren [Salge 1 ), RCmer und 
Much*), Much 8 ), Rdmer und Sames 4 )] ist nachgewiesen 
worden, daB bei verschiedenen Tierarten (Rind, Schaf), sowie 
auch beim Menschen durch die SSugung ziemlich betr&chtliche 
Mengen von Antitoxin Obertragen werden, wenn die s&ugende 
Mutter bezw. Am me subkutan mit antitoxinhaltigem Pferde- 
serum injiziert worden ist, wfihrend die Antitoxinresorption 
beim Neugeborenen ausbleibt bezw. viel geringer ausf&llt, 
wenn das gleiche antitoxische Serum in entsprechenden und 
selbst noch grSBeren Mengen dem SSugling mit der Flasche 
verftittert wird. Angesichts der Uebereinstimmung in dem 
Ergebnis der zitierten Untersuchungen muB diese Tatsache 
wohl als eine gesetzmSBige gelten. Ich selbst babe — bisher 
allerdings nur in einem Versuch — sogar zeigen kdnnen 6 ), 
daB diese Verh&ltnisse auch dann Geltung haben, wenn sie 
Pferde betreffen, also die gleiche Tierart, von der das anti¬ 
toxische Serum stammt. 

Unser kausales Bedflrfnis sucht natiirlich nach einem 
VerstSndnis dieser eigenartigen Tatsache. R5mer und 
Much kamen in ihrer Arbeit zu der SchluBfolgerung, daB 
die Milchdriise das injizierte Antitoxin so umformen mflsse, 
daB es nunmehr leichter resorbierbar werde. Auf grob che- 
mischem Wege war es unmoglich. Aufschlfisse iiber eine 
eventuelle „Umformung“ des Antitoxins bei seinem Ueber- 
gang aus dem Blut in die Milch festzustellen, wohl aber er- 
bffneten biologische EiweiBreaktionen hier die Mdglichkeit 
einer Analyse. Und so fanden Romer und Much in einem 
Fall folgende Erscheinung: Die Molke einer Kuhmilch, der 
aufierhalb des Tierkorpers tetanusantitoxinhaltiges Pferdeserum 
zugesetzt war, gab mit einem pr&zipitierenden Pferdeantiserum 
typische F&llung, w&hrend sie ausblieb mit einer Molke, die 
dadurch tetanusantitoxinhaltig gemacht war, daB der be¬ 
ll Jahrb. f. Kinderheilk., Bd. 61, Heft 3. 

2) Jahrb. f. Kinderheilk.. Bd. 63, Heft 6. 

3) Miinchener med. Wochenschr., 1907, No. 52. 

4) Diese Zeitschr., Bd. 3, Heft 1. 

5) Diese Zeitschr., Bd. 1, Heft 2. 
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treffenden Milchkuh tetanusantitoxinhaltiges Pferdeserum sub- 
kutan injiziert war. Dabei entsprach der Antitoxingehalt 
dieser letzten nicht reagierenden Molke, der doch nur von 
dera eingespritzten Pferdeserum herrfihren konnte, genau dem 
jener ersten Molke. Damals war nur diese eine Untersuchung 
moglich und deshalb konnten R5mer und Much nur vor- 
lautige SchluBfolgerungen ziehen, die dann erst endghltige 
hatten werden dflrfen, wenn weitere Beobachtungen dieses 
Pbanomen als gesetzmaBig erkannt hatten. Hamburger 1 ) 
hat nun diesen Versuch an Kaninchen und an einer Ziege 
nachgeprflft, ohne ihn bestatigen zu konnen. Er fand nach 
subkutaner Injektion von Tetanusserum bei milchliefernden 
Kaninchen und einer Ziege, daB die Milch dieser Tiere mit 
einem prSzipitierenden Antipferdeserum prompt reagierte, also 
stets nachweisbares PferdeeiweiB enthielt. Nun bestehen aber, 
ganz abgesehen davon, daB Hamburger andere Tierarten 
untersuchte, zwischen seiner Versuchsanordnung und der 
Rbmers und Muchs gewisse Dilferenzen. 

Hamburger hat, wenigstens in seinen Kanincheu- 
versuchen, ganz ungeheure Dosen Pferdeserum den milch¬ 
liefernden Tieren eingespritzt, Dosen, wie sie „ungefahr der 
Injektion von mehreren Litern Serum bei Kfihen entsprechen 
wurden“. Es ware wohl moglich, daB durch diese etwas ge- 
waltsame Versuchsanordnung Lasionen, eine Art Durchbruchs- 
pforte in dem Gewebe der Milchddriise geschaffen wkren, 
durch die das eingespritzte Pferdeserum als solches rasch in 
die Milch hatte treten konnen. Filr die Berechtigung der 
Annahme einer solchen Moglichkeit scheinen einige Be- 
obachtungsergebnisse Hamburgers zu sprechen. 

Aus seinen Angaben laBt sich nur schwer ein Verhfiltnis 
der in die Milch ubergetretenen Antitoxinmenge im Vergleich 
zu der im Blute der milchliefernden Tiere vorhandenen 
quantitativ berechnen, zumal er die Antitoxinmenge im Blut 
des Muttertieres nicht bestimmt hat. Es scheint aber die 
Menge des in die Milch ubergegangenen Antitoxins eine nicht 
geringe zu sein. Sagt doch Hamburger selbst: „Es failt 
. . . die hohe Schutzkraft des Mageninhaltes auf“. (Ham- 


1 ) Miinchener med. Wochenschr., 1907, No. 6. 
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burger untersuchte statt der Milch direkt den Mageninhalt 
der mit ihr geffitterten Tiere.) Ferner ist sehr auffallend die 
enorme Differenz im Antitoxingehalt des Blutserums der mit 
der antitoxischen Milch geffitterten Jungen und der Milch 
selbst. Letzterer war etwa 400mal hOher. In den Versuchen 
von R5mer und Much betrug diese Differenz hdchstens 
2-3. Sollte nicht in der Tatsache, daB in Hamburgers 
Versuchen so auBerordentlich wenig Antitoxin von den jungen 
Tieren resorbiert ist, ein direkter Hinweis liegen, daB seine 
Versuchsanordnung mit der Rfimers und Muchs, bei der 
mindestens y 10 der gesamten verffitterten Antitoxinmenge im 
Blute der gefiitterten Jungen wiedergefunden wurde, sich 
nicht ohne weiteres vergleichen lSBt? 

Inzwischen hat Much beim Menschen die mit R5mer 
am Rinde ausgefiihrten Untersuchungen wiederholt mit dem 
gleichen Ergebnis. Es ging bedeutend mehr Antitoxin auf 
den Saugling fiber, wenn er der stillenden Mutter das anti- 
toxinhaltige Pferdeserum subkutan injizierte, als wenn er es 
den Sfiuglingen direkt mit der Flasche reichte. In der Milch 
solcher mit antitoxischem Pferdeserum subkutan behandelter 
Mutter konnte er — wiederum genau entsprechend unserer 
frfiheren Beobachtung — weder mit der Prazipitationsmethode 
noch mit der Komplementablenkungsmethode Pferdeserum- 
eiweiB nachweisen. 

L Antitoxingehalt und Gehalt an prazipitablem bezw. 
komplementbindendem PferdeeiweiB in der Milch subkutan 
mit tetanusantitoxinhaltigem Pferdeserum behandelter Schafe. 

In Gemeinschaft mit Sames habe ich vor einiger Zeit 
in dieser Zeitschrift eine Arbeit veroffentlicht'), die wiederum 
eindeutige Beweise ffir die Tatsache liefert, daB indirekt (d. h. 
durch Umweg fiber das Muttertier) verffittertes Pferdeantitoxin 
bei jungen Schafen in viel betrfichtlicheren Mengen fibergelit, 
als unter den gleichen Bedingungen direkt verfQttertes. Wir 
haben diese Gelegenheit nicht voriibergehen lassen, ohne von 
neuem Versuche darfiber anzustellen, welches der Grund in 
der Differenz der quantitativen Resorption des Antitoxins 

l) a. a. O. 
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unter den genannten Versuchsbedingungen sei. Wir legten 
uds die Frage vor: L&fit sich mit Hilfe biologischer Reaktionen 
(Prftzipitationsreaktion, Komplementbindungsreaktion) irgend- 
eine Differenz nachweisen zwischen einer Milch, der man kflnst- 
lich auBerhalb des Tierkbrpers tetanusantitoxin- 
haltiges Pferdeserum zugesetzt hat, und solcher 
Milch, die den Antitoxingehalt einer subkutanen I n - 
jektion des Muttertieres mit dem gleichen Serum 
verdankt ? 


V ersuchsreihe 1. 

FOr den ersten derartigen Versuch standen uns 6 ver- 
schiedene Schafmilchen bezw. darans gewonnene Molken zur 
Verfiigung. 

Die Molke wurde in der Weise gewonnen, dag zu 5 ccm Milch 
tropfenweise 30-proz. Essigsaure bis zur Ausfallung des Kaseins (in der 
Rcgel 5—8 Tropfen) zugesetzt werden und dann auf 10 ccm Fliissigkeit 
mit physiologischer Kochsalzlosung aufgefiillt wird. AuSerdcm wird 
jede Molke mit Normalnatronlauge genau neutralisiert. Zur Verfiigung 
standen: 

a) Normalmolken der Schafe 60 und 47 (normale Schafe, noch nie 
mit Tetanusantitoxin behandelt, Milch frei von Tetanusantitoxin); 

b) Molken der Schafe 60 und 47 mit kiinstlichem Zusatz von '/ I5B0 , 
‘woo. Voo.K». ‘/7600* V.oouo und ' 4 o,oo des 5,5-fachen Tetanus - Heilseru ms 
(Tet.H.S.) No. 3 pro ccm Molke; 

c) Molke des Schafes 51 vom 9. III. 1909 (Schaf 51 hatte am 3. III. 1909 
subkutan 286 Tetanus-Antitoxin-Einheiten [Tet.A.E.] des Tet.H.S. No. 3 
erhalten. Die Milch enthielt 7 ibo A.E. pro ccm); 

d) Molke von Schaf 70 vom 28. II. 1909 (Schaf 70 hatte am 26. II. 1909 
subkutan 275 Tet.A.E. des Tet.H.S. No. 3 erhalten. Die Milch enthielt 
'U A.E. pro ccm); 

e) die Molke des Schafes 34 vom 21. II. 1909 (Schaf 34 hatte am 
19. II. 1909 subkutan 286 Tet.A.E. des Tet.H.S. No. 3 erhalten. Die Milch 
enthielt x / 4b0 A.E. pro ccm); 

f) die Molke von Schaf 41 vom 5. III. 1909 (Schaf 41 hatte am 
3. III. 1909 subkutan 286 Tet.A.E. des Tet.H.S. No. 3 erhalten. Die Milch 
enthielt V 80 A.E. pro ccm). 

Die eben aufgefiihrten Molkenproben wurden mit prazipitierendem 
Pferdeantiserum (gewonnen vom Kaninchen 871 durch intraperitoneale 
Vorbehandlung mit Pferdeserum) versetzt, und zwar jedesmal 1 ccm Molke 
mit 0,1 ccm Pferdeantiserum. Das Serum eines normalen Kaninchens rief 
in keiner der genannten Molken eine Triibung hervor. Das Ergebnis des 
Versuches enthalt die Tabelle I. 
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Tabelle X. 


1 ccm der Molke 


i + 0,1 ccm Antiserum 

! nach 1 Stunde 

nach 24 Stunden 

Schaf 60 


0 

0 

60 + '/.so* TetH.S. 

No. 

3 Fallung 

Niederschlag 

„ 60 + i / 3000 ,, m 


3 Starke Triibung 


6 O- 1 - 1 

w i , 7500 » 


3 Geringe Triibung 


yj 60 + 1 /, ft0J0 ,, 


3 Triibung 1 


60 -4- */ 

„ "T / *20000 ” 


3 Opaleszenz 

Spur Niederschlag 

Schaf 47 


0 i 

0 

„ 47 + V,*< * Tet.H.S. 

No. 3 Sehr starke Triibung Niederschlag 

» 47 "S /3000 >» 


3 del. 

?7 

47 4- V 

yy T /76OO 

>> 

3 MiiBige Triibung 

7 

47 ! 1 / 

’' * / 15000 ** M 


3 Spur Triibung 

jy 

47 1 

»» 1 / joooo n 11 


3 Opaleszenz 

Spur Niederschlag 

Schaf 51 


0 

Triibung 

„ 70 


o 1 

o 

„ 34 


0 

0 

v 41 


0 

0 

1 2 Molke Schaf 41 


o 1 

0 

1 6 * » 41 


1 0 

0 

1 .41 


0 

0 

Physiologische Kochsalzlosung 

1 ° i 

0 


Ergebnis: Das Antipferdeserum Kanincheu 871 ruft in 
der Normalmolke der Scbafe 60 und 47 keine Spur Triibung 
hervor, wohl aber prompt nach Zusatz von Pferdeserum bis 
zu V20000 pro ccm. Die Molken der subkutan mit dem gleichen 
Tet.H.S. behandelten Schafe No. 70, 34 und 41 zeigen keine 
Spur einer Reaktion, trotz des nur auf die Tet.H.S.- 
Injektion zu beziehenden Antitoxingehalts der Milch. Die 
Molke von Schaf 51 zeigt eine ganz schwache, verzogerte 
PrSzipitinreaktion. 

Der Antitoxingehalt der Molken von Schaf 51, 70, 34 und 
41 betrug auf Grund obiger Berechnung V 3 oo bzw. V1000 bzw. 
V«oc bzw. Vibo A.E. Es wflrde das, da das Antitoxin einem 
5,5-fachen Tetanusserum entstammt, entsprechen Visso ccm 
bzw. V 5500 ccm bzw. V 4950 ccm bzw. ^sso ccm Pferdeserum, 
falls dem in der Molke nachgewiesenen Antitoxingehalt die 
Menge des biologisch nachweisbaren PferdeserumeiweiBes in 
der Molke entsprechen wflrde. Trotzdem reagierten die Molken 
34, 70 und 41 nicht mit dem Pr&zipitinserum, das, wie die 
Kontrollen zeigen, an sich mit erheblich groBerer Verdflnnung 
des Pferdeserums noch reagiert (bis ‘/zoooo ccm Pferdeserum). 
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Die Molke Schaf 51 enthielt dagegen nachweisbare Pferde- 
eiweiBmengen, wenn auch, soweit man urteilen kann, geringere, 
als man nach dem Antitoxingehalt erwarten durfte. Ich ver- 
weise hier auf die frflhere Arbeit mit Sames in dieser Zeit- 
schrift (Bd. 3, Heft 1) und speziell den dort auf p. 57 nBher 
beschriebenen Versuch an Schaf 51. Schaf 51 ist das einzige 
der untersuchten Tiere, bei dem nach subkutaner Injektion 
des Tetanusserums ein intrauteriner Uebergang von Anti¬ 
toxin auf das Neugeborene stattfand. Es ist denkbar, daB 
Schaf 51 gegen Pferdeserum besonders empfindlich ist und 
so irgendeine pathologische Durchl&ssigkeit der MilchdrQse 
ftir das im Blut kreisende Pferdeserum geschaffen wurde, die 
den direkten Durchtritt des PferdeserumeiweiBes erlaubte. 
Das Schaf 51 nimmt auch insofern eine Ausnahmestellung ein, 
als, wie wir in einer weiteren Arbeit liber die Haltbarkeit des 
heterologen Antitoxins im Organismus') gezeigt haben, dieses 
das einzige war, bei dem wir eine ungewbhnlich rasche Aus- 
scheidung des Antitoxins fanden. 

Wir koinmen somit bei der Untersuchung von 
4 Molken,gewonnen vonSchafen, denen subkutan 
tetanusantitoxinhaltiges Pferdeserum injiziert 
worden war, zu dem Ergebnis, daB in dreien der- 
selben sich mitHilfe der Pr&zipitinreaktion kein 
PferdeserumeiweiB nachweisen lieB, trotz eines 
liur auf jene S er u m inj ektion zu beziehenden 
Antitoxingehaltes [normale Schafe besitzen kein Anti¬ 
toxin im Blut, vgl. unsere friihere Arbeit *)J. Denn der in der 
Milch der erwahnten Schafe nachgewiesene Antitoxingehalt 
iniiBte Pferdeserummengen entsprechen, die prompt mit dem 
Antiserum reagieren mtiBten, falls das in die Milch flber- 
gegangene Antitoxin noch als biologisch nachweisbares Pferde¬ 
serumeiweiB in der Milch erschiene. In der Milch von Schaf 51 
konnten wir eine gewisse, allerdings verglichen mit dem Anti¬ 
toxingehalt, relativ geringe Menge von PferdeserumeiweiB nach¬ 
weisen. Es lagen in diesein Falle aber die besonderen oben 
geschilderten VerhSltnisse vor. Wir finden also in unseren 

1) Diesc Zeitsrhrift, Pc!. 4, H. 3. 
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Versnchen im wesentlichen eine Wiederholung des von Rdm er 
und Much frfiher beim Rinde und dann von Much beim 
Menschen beschriebenen Ph&nomens, daB nach Injektion eines 
milchliefernden Individuuins mit tetanusantitoxinhaltigem 
Pferdeserum, Antitoxine in recht betr&chtlichen Mengen in 
die Milch fibergehen, ohne dort durch die Pr&zipitinreaktion 
als PferdeserumeiweiB nachgewiesen werden zu kdnnen. 

Versuchsreihe 2. 

Zur Erg&nzung der PrSzipitinversuche habe ich noch die 
Komplementbindungsmethode herangezogen, indem 
ich die gleichen normalen Molken und antitoxischen Molken 
nach der Komplementbindungsmethode prttfte. Ich ging dabei 
genau nach den Vorschriften vor, welche Sachs und Rick¬ 
man n fflr die praktische AusfQhrung der Komplement- 
bindungsversuche zum biologischen EiweiBnachweis empfohlen 
haben. 

Es stand fur diese Komplementbindungsversuche folgendes Material 
zur Verfiigung: 

a) Das hamolytische System, d. h. stets frisch gewonnene, durch 
mehrmaliges Waschen und Zentrifugieren des defibrinierteD Blutes ge¬ 
wonnene Aufschwemmung (5 Proz.) von Schafblutkorperchen in 0,85-proz. 
Kochsalzlosung (verwandte Menge 0,5 ccm); das Serum frisch getoteter 
normaler Meerschweinchen (Komplement, 17 ,-fach losende Dosis = 0,05 ccm) 
Bowie das inaktivierte Serum eines mit Schafblutkorperchen vorbehandelten 
Kaninchens ( 17 ,-fach losende Dosis —0,5 ccm 7uoo Serum; 

b) Pferdeantiserum, d. h. das Serum eines mit Pferdeserum intra- 
peri toneal behandelten Kaninchens. Dasselbe wurde inaktiviert verwandt. 
Nicht inaktiviert hatte es den Priizipitintiter 1 : 25000. Dosen von 0,2 bis 
0,02 des inaktivierten Antiserums gaben mit Vioooo ccm des Tetanusserums 
No. 3 prompt Komplementbindung. Als Testdosis wurden 0,025 ccm des 
Antiserums gewiihlt; sie gaben bis zu l / 4000Q des Tet.H.S. No. 3 Kom¬ 
plementbindung; 

c) Tetanusserum No. 3 vom Pferde stammend, pro ccm enthaltend 
5,5 Tet.-A.E., inaktiviert; 

d) inaktiviertes normales Kaninchenserum; 

e) normale Molke Schaf 47 und Schaf 60, gewonnen nach der auf 
p. 264 beschnebenen Weise, inaktiviert und isotonisch gemacht; 

f) die antitoxischen Molken von Schaf 51 vom 9. III. 09, Schaf 70 
vom 1. III. 09, Schaf 34 vom 21. II. 09 und Schaf 41 vom 5. III. 09 mit 
einem Antitoxingehalt von V300 A.E. pro ccm bzw. l / 100 , bzw. V ft00 bzw. 
J / 160 A.E. Falls diesem Antitoxingehalt der PferdeserumeiweiCgehalt parallel 
ging, wurden die genannten Molken entsprechen etwa einer Pferdeseruin- 

Zeitschr. f. IminuoitSUfortchunf. Orig. Bd. XI11. 28 
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Verdunnung 1:1650, bzw. 1: 5500, bzw. 1:4950, bzw. 1:880. Die Molken 
w&ren samtlich inaktiviert und durch Kochsalzzusatz iBotonisch gemacht. 

Die samtlichen nachfolgenden Versuche wurden, um eine Veranderung 
der Reagentien zu vermeiden, in 2 Tagen ausgefiihrt. Die Flussigkeits- 
menge wurde in jedem Rohrchen mit isotonischer Kochsalzlosung auf 
2,5 ccm erganzt. Kontrollversuche ergaben, dafi die benutzten Molken an 
sich weder hamolytisch wirkten, noch fiir sich allein oder zusammen mifc 
einem normalen Kaninchenserum die Hamolyse hemmten. Ich verzichte 
auf die Einzelmitteilung dieser durchaus eindeutig ausgefallenen Kontroll¬ 
versuche und teile in Tabelle II nur den endgiiltigen Komplementbindungs- 
versuch mit. Zur Erlauterung sei noch hinzugefiigt, dafi wir unter Anti- 
toxinmolke I, Antitoxinmolke II und Antitoxinmolke III Molken des 
normalen Schafes 47 verstehen, denen kiinstlich (in vitro) von dem be¬ 
nutzten Tetanusserum soviel zugesetzt war, dafi 1 ccm enthielt: in Anti¬ 
toxinmolke I = Vtboo ccm Pferdeserum, in Antitoxinmolke II = l / lh000 ccm 
Pferdeserum und in Antitoxinmolke III = Vaoooo ccm Pferdeserum. 


Tabelle II. 


0,5 ccm 

Pferde- 

antiser. 

791 

ccm 

Meer- 

schw.- 

Serum 

ccm 


Hamolyt. 

Immun- 

serum 

ccm 

Schaf- 

blutkor- 

perchen 

ccm 

Ergebnis 

Molke Schaf 60 

0,025 

0,510 o/o 


0,5 

dgl. 

0,5 5 o/o 

komplett 

11 11 

47 


dgl. 


dgl. 

i% 

Antitoxinmolke I 


11 


11 

?» 

0 

» 

II 


11 


11 

11 

0 

n 

III 

11 

11 



Ii 

0 

Molke Schaf 

51 

11 

m 

s 

11 

11 

0 

11 :i 

11 

11 

11 

t'- 


11 

wenigHamol. 

ii ii 

„ '!< 


11 


11 

11 

fast komplett 

ii 11 

ii 7s 


11 

I; 


11 

ii ii 

Molke Schaf 

70 

11 

11 

a> 

p; 


11 

komplett 

ii ii 

ii V* 

V 

11 

3 


11 

ii 

■ i »• 

n l U 

11 

11 

UQ 

11 

11 

ii 

Molke Schaf 

34 

11 

11 

r-H 

11 

11 

>i 

ii ii 

ii /a 


11 



11 

ii 

ii 'i 

ii l u 

11 

11 



11 

ii 

Molke Schaf 

41 

11 

11 


! „ 

11 

ii 

ii ii 

1 f 

ii <r» 

t i 

11 

11 


11 

11 

ii 

ii ii 

11 10 

11 

11 


11 

11 

ii 

ii ii 

11 ii 0 

11 

11 



11 

ii 


Die normalen Molken Schaf 47 und Schaf 60, die sich 
bei der tierexperimentellen Prfifung auch frei von Tetanus- 
antitoxin erwiesen, enthielten dementsprechend auch kein mit 
der Komplementbindungsmethode nachweisbares Pferdeserum- 
eiweiB; wohl aber gab die Molke Schaf 47, der kfinstlich 
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Pferdeserum zugesetzt war (Antitoxinmolke), in eindeutiger 
Weise die Komplementbindungsreaktion auch noch mit der 
Pferdeserumverdflnnung 1 : 30000, entsprechend dem vorher 
ermittelten Werte des Antiserums. Die Molken von 
Scbaf 70, Schaf 34 und Schaf 41 gaben selbst 
konzentriert keine Spur einer Komplement¬ 
bindungsreaktion, trotz ihres zum Teil recht be- 
trflchtlichen Antitoxingehaltes, der, wie oben be- 
rechnet, bei Schaf 70 V5500 ccm, bei Schaf 34 l J 4950 ccm und 
bei Schaf 41 sogar Vsso ccm Pferdeserum entsprechen wiirde, 
wenn das in den Molken nachgewiesene Antitoxin noch an 
biologisch nachweisbarem PferdeserumeiweiB haften wflrde. 
Es entspricht somit der negative Ausfall des Komplement- 
bindungsversuches mit den Molken Schaf 70, Schaf 34 und 
Schaf 41 genau dem Ausfall der auf p. 265 mitgeteilten 
Prfizipitinversuche. Ebenso entspricht dem Ergebnis des auf 
p. 265 mitgeteilten Prflzipitinversuches der Komplement- 
bindungsversuch mit der Molke von Schaf 51. In dieser 
wurde mit der Komplementbindungsmethode PferdeeiweiB 
nachgewiesen; denn sie gab mit der Testdosis des Pferde- 
antiserums vollstSndige Komplementbindung, in der Dosis 
von 0,5 ccm eine nahezu vollst&ndige; in der Dosis von 
0,25 ccm und auch bei 0,125 ccm machen sich noch An- 
deutungen von H&molysehemmung bemerkbar. Immerhin ist 
auch mittels der Komplementbindungsmethode in der Molke 
Schaf 51 eine geringere Menge PferdeserumeiweiB nach- 
weisbar, als roan nach dem Ergebnis der Antitoxinprfifung 
h&tte erwarten sollen. 1 ccm Molke enthielt Vsoo A.E., was 
V 1650 ccm Pferdeserum entsprechen wflrde. Wir h&tten also 
mit Vs Molke Schaf 51 (= V13200 ccm Pferdeserum) noch voll- 
standige Hflmolysehemmung bekommen mflssen, wenn alles 
Antitoxin noch an biologisch nachweisbarem Pferdeserum¬ 
eiweiB haftete. 

Insgesamt also finden wir eine vflllige Ueber- 
einstimmung dieser K 0 m p 1 em e n t bind u n g s- 
versuche mit den Prflzipitin versuchen und somit 
eine vflllige BestStigung der in der frttheren 
Arbeit von Rflmer und Much bzw. in der spfiteren 
Arbeit Muchs mitgeteilten Tatsache, daB bei 
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Individuen, die subkutan vom Pferde stam - 
mendes Serum erhalten haben, Antitoxin in 
betr&chtlichen Mengen in die Milch flbergehen 
kann, ohne mit Hilfe unserer feinsten biologi- 
schen Methoden als pferdeserumeiweifihaltig 
erkannt werden zu kftnnen. Die negativen Ergebnisse 
Hamburgers vermtigen wir uns vorlaufig nur in dem Sinne 
zu erklftren, wie wir es oben auf p. 262 versucht haben. 

n. Antitoxingehalt und Oehalt an prazipitablem Pferdeeiweifl 
im Serum von Sohafen, die mit tetanusantitoxi u haltigem 
Pferdeserum subkutan eingespritzt bzw. direkt Oder indirekt 

gefiittert sind. 

Die frflhere Annahme Romers und Muchs, daB das 
Antitoxin bei seiner Passage durch die Brustdrtise durch 
diese eine Modifikation erfahrt, in dem Sinne, daB es nun 
nicht mehr mit einem spezifischen Pferdeantiserum zu rea- 
gieren vermag, bedarf nach meinen weiteren Untersuchungen 
einer gewissen Korrektur. RSmer und Much waren in ihrer 
frtiheren Arbeit von der stillschweigcnden Voraussetzung aus- 
gegangen, daB erst durch die Brustdrtise das Antitoxin 
seine ReaktionsfBhigkeit mit einem spezifischen Pferdeanti¬ 
serum verloren htitte, und sie machten demgemafi eine eigen- 
artige, noch unerklSrbare Funktion der Milchdrtise fur die 
vermutete Modifikation verantwortlich. Die SchluBfolgerung 
bedeutet aber einen logischen Sprung, weil noch nicht die 
Frage beantwortet war, ob denn im Blutserum des mit 
antitoxischem Pferdeserum subkutan injizierten Muttertieres 
das Antitoxin noch nach weisbar gekniipftanbiologisch 
nachweisbares PferdeserumeiweiB kreise. 

AufklSrung fiber diesen Punkt verschafften Versuche, die 
zunfichst im Sinne der Rfimer-Muchschen Hypothese an- 
gestellt wurden, daB die Passage durch die Milchdrtise die 
nachgewiesene eigenartige Modifikation des antitoxischen 
EiweiBes bewirkt. Ich sagte mir, daB, wenn in der Tat die 
Passage durch die Milchdrtise das antitoxische Pferdeserum¬ 
eiweiB so vertindert, daB es nachher in der Milch bzw. Molke 
nicht mehr durch die bekannten biologischen Methoden als 
Pferdeeiweifi erkennbar ist, so mufi dementsprechend auch 
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das Blutserum der jongen Schafe, die mit solcher antitoxin- 
haltiger, aber anscheinend pferdeserumeiweififreier Molke ge- 
fiittert waren, trotz seines Antitoxingebaltes frei von biologisch 
nachweisbarem Pferdeserum sein. Andererseits mufite, wenn 
diese Hypothese richtig war, im Blutserum derjenigen jungen 
Schafe, welche direkt mit antitoxischem Pferdeserum ge- 
futtert waren, oder direkt antitoxisches Pferdeserum subkutan 
erhalten batten, nicht nur Antitoxin sondern auch Pferde- 
serumeiweifi nachweisbar sein. Wir untersuchten dement- 
sprechend das Blutserum aller derjenigen Schafe, welche sub¬ 
kutan antitoxisches Tetanusserum erhalten hatten, und derer, 
welche direkt und indirekt mit Antitoxin geftlttert waren. Es 
wurden die Blutsera verschiedener Einzel-Blutabnahmen ge- 
pruft. Die Untersuchung erstreckte sich auf die Ermittelung 
des Antitoxingehaltes und die Prflfung des klar abgeschiedenen 
Serums mit einem ebenfalls absolut klaren hochwertigen Pferde- 
antiserum, gewonnen vom Kaninchen 781. 

Die Priifungen auf Prazipitinreaktion fanden siimtlich an zwei auf- 
einanderfolgenden Tagen statt. Wir stellen zunachst in Tabelle 111 die 
Kontrollversuche voran, die gleichzeitig mit der Untersuchung der nach- 
folgenden Bchafsera angestellt wurden. Als Kontrollserum diente uns das 
Serum eines unbehandelten Wchafes No. 58. dem wir auf 1 ccm i / l000 ccm 
bezw. V lo ooo cctn bezw. */?oooo ccm Tetanusserum in vitro zugemischt hatten. 
Das prazipitierende Pferdeantiserum war in alien Versuchen dasselbe (Anti- 
pferdeserum 781). 

Tabelle III. 



0,1 Antipferdeserum 781 

1 

nach V, Std. 

nach 1 Std. ! 

nach 24 Stdn. 

1 ecm Viopo Tet.-Serum (ver- 

1 

Starke Triibung 

Starke Triibung 

Niederschlag 

diinnt in Kochsalzlosung) 
1 ccm Vioooo Tet.-Serum 

Triibung 

Triibung 

77 

-ii/ 

A /?oooo » 

Opaleszenz 


77 

1 ,, Serum Schaf 58 

0 

0 

0 

1 „ Serum Schaf 58 + 
1 /iooo ccm Tet-Ser. 

Triibung 

Triibung 

Niederschlag 

1 ccm Serum Schaf 58 + 

1 A oooo ccm Tet.-Serum 

Opaleszenz 

Niederschlag 

77 

1 ccm Serum Schaf 58 +, 
l / ? oooo 00111 Tet.-Serum | 

0 

>7 

Triibung 


Die Kontrollversuche ergeben also, daB das Antipferde- 
serura in einer Verdflnnung des Tetanusserums unter Be- 
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nutzung von physiologischer Kochsalzlosung als Verdflnnungs- 
fliissigkeit ganz prompt noch bis zur Verdiinnung 1:20000 
die spezifische Reaktion gibt. Gegenflber der im Schafserum 
verdtinnten Pferdeserumldsung wirkt das Antipferdeserum 
ebenfalls in Shnlicher Starke, allerdings war der zeitliche Ein- 
tritt der Reaktion etwas verzogert. Das normale Serum 
Schaf 58 ohne Zusatz des Pferdesernms reagierte nicht mit 
dem Antipferdeserum. Auch noch mehrere andere Sera 
normaler Scbafe reagierten nicht mit dem Antipferdeserum, 
wohl aber prompt, sobald kflnstlich das Tetanusserum in Ver- 
dtinnungen von 1:1000 bis 1:20000 zugesetzt wurde. 

Das Ergebnis der Prufungen der antitoxischen Schafsera 
auf Gehalt an Pferdeserum eiweiB entbalten die nachfolgenden 
Tabellen. Das Resultat der AntitoxinprQfungen findet sich in 
den Tabellen summarisch verzeichnet. (Als Belege ftir 
die Berechnung des Antitoxingehaltes verweise ich auf frflhere 
in dieser Zeitschrift [Bd. Ill und IVJ veroffentlichte Arbeiten, 
in denen sich die entsprechenden Antitoxinbestimmungen 
unter Beifiigung der einzelnen Protokolle des Genaueren 
finden.) 

A. Prttfung des Serums von Schafen, denen sub- 

kutan Tetanusserum injiziert worden war. 

(Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daB in 
Spitzglaschen zu je 1 ccm klaren Schafserums 0,1 ccm des 
hochwertigen Pferdeantiserums 781 ohne zu schfltteln zuge¬ 
setzt, dann nach 30 Minuten, 60 Minuten und 24 Stunden das 
Ergebnis registriert wurde. In den nachfolgenden Tabellen 
ist nur das nach 24 Stunden registrierte Ergebnis verzeichnet.) 

(Siehe Tabelle IV auf p. 273.) 

Die „berechnete Pferdeserummenge“ in der 6. Rubrik der 
Tabelle IV ist unter Zugrundelegung des Antitoxingehalts des 
Ausgangsserums (1 ccm = 5,5 A.E.) festgestellt worden. Wenn 
also beispielsweise 1 ccm des Serums Schaf 70 vom 1. III. 09 
V 7 o A.E. enthielt, so mufite, da 5,5 A.E. 1 ccm Pferdeserum 
entsprechen, 1 ccm des Schafserums enthalten Vs* X ?0 = 
Vsss ccm Pferdeserum. In der gleichen Weise sind die flbrigen 
Berechnungen vorgenommen worden. 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Antitoxin und Eiweifi. 


273 


TabeUe IV. 


o 



Ergebnis der Antitoxin- 



Datum 
der Anti- 
toxin- 
injektion 

Menge dee 

priifung 

Berechnete 

Verhalten 
gegen Pferde¬ 
antiserum 

l 

injizieiten 

Anti¬ 

toxins 

Datum 

Menge der 
nacheewiese- 
nen Tet.A.E. 

Pferde- 
aerum menge 





pro ccm 

ccm 


70 

26. IL09 

275 A.E. 

l.m. 09 

7,o A.E. 

l u 

starker Nie- 





derschlag 

51 

3.111.09 

286 „ 

9. III. 09 

1/ 

'l K> 0 

del. 




1. V. 09 

o 

b 

0 

99 

23. 11.09 

145 „ 

26. IV. 09 

1/ 

/VK) yy 

‘/ <9 * 

0 




28. V. 09 

/250 >> 

l u 

0 

| 



24. VI. 09 

1 / 

i ' (>00 yy 

7,300 

0 

I 



24. VII. 09 

Jmoo » 

If 

1 /7150 

0 



1 

24.VIII.09 

/ ic»oo yy 

1/ 

j /**50 

0 

100 

1. III. 09 

4,5 „ 

29. IV. 09 

Viooo n 

1 * /5500 

j 0 

j 



28. V. 09 

if 

/ ir»oo yy 

1 V 

1*1 50 

I 0 




27. VI. 09 

if 

,1500 y» 

1 1/ 

f*ir,o 

1 0 

41 

3. III. 09 

286 „ 

20. IV. 09 

ij 

/aoo yy 

A 3 00 

0 




l.V. 09 

\ i / 

• / 760 yy 

1 Vm., 

0 

34,19. 11.09 

286 „ 

20. IV. 09 

1 1 4000 yy 

1 1 / 

/t*ooo 

1 0 


Nur in dem Serum von Schaf 70 und 51 liefi sich also 
Pferdeserumeiweifi durch die Prftzipitinreaktion nachweisen. 
In beiden Fallen handelt es sich um Sera, abgenommen 
3 Tage bzw. 6 Tage nach der Seruminjektion. Bei alien 
flbrigen Schafseris fiel die Prazipitinreaktion negativ aus, 
trotzdem zuift Teil noch recht betrachtliche Mengen Anti¬ 
toxins (vgl. Schaf 99 vom 26. IV.) in den Seris vorbanden 
waren. Die mit dem Pferdeantiserum nicht reagierenden 
Schafsera waren frQhestens 7 Wochen (Schaf 41 vom 20. IV.) 
nach der Seruminjektion entnommen. 

Ich fand also zu meiner groBten Ueberraschung bei den 
subkutan mit tetanusantitoxinhaltigem Pferdeserum injizierten 
Schafen zwar lange Zeit nach der Seruminjektion 
noch nachweisbare und zum Teil recht betracht¬ 
liche Antitoxinmengen, konnteaberPferdeeiweiB 
in den Seris derselben Schafe mit der Prazipitin- 
reaktion schon nicht mehr nachweisen, wenn 7 
Wochen nach der Seruminjektion vergangen 
waren. 
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Man kdnnte daran denken, daB vielleicht das Schafserum 
die Prazipitinreaktion hemmte. Dem sind wir aber durch die 
oben (Tabelle III) verzeichneten Kontrollversuche begegnet. 
Denn, wenn wir dasselbe Tetanusserum in vitro dem Serum 
normaler Schafe zusetzten (in VerdOnnungen von Viooo ccm 
Pferjleserum bis zu Vjoooo ccm Pferdeserum pro 1 ccm Schaf¬ 
serum), so trat die Prazipitinreaktion ein, wenn diese kflnstlich 
mit Tetanusserum versetzten normalen Schafsera mit dem 
Antipferdeserum 781 versetzt wurden. 

Noch eines ist bei vorstehendem Prftzipitinversuch auf- 
fallend, nSmlich, daB die konzentrierten Schafsera flberhaupt 
nicht mit dem Antipferdeserum reagieren; denn wir wissen, 
daB hochwertige Antipferdesera vom Kaninchen auch in 
heterologen konzentrierten Blutlbsungen eine gewisse Pra- 
zipitation erzeugen, zumal wenn erst 24 Stunden nach An- 
stellung des Versuches das Ergebnis registriert wird. Wir 
konnten aber feststellen, daB zwar frisch gewonnene Schafsera 
mit dem Antipferdeserum gelegentlich reagieren, daB sich da- 
gegen diese nicht spezifische Prazipitinreaktion verliert, wenn 
die Schafsera einige Zeit unter Zusatz von 0,4 Proz. Karbol 
konserviert waren. Die obigen Sera wurden aber s&mtlich 
erst August 1909 untersucht, also ca. 5 Monate nach der Ge- 
winnung. Es ware flbrigens aus der Tatsache der so spaten 
Untersuchung der Sera ein Einwand gegen die Bedeutung 
der negativen Ergebnisse der obigen Prazipitierungsversuche 
moglich. Man konnte daran denken, daB infolge der langen 
Konservierung das PferdeserumeiweiB in den Schafseris seine 
Reaktionsfahigkeit gegenflber einem spezifischen Prazipitin 
verloren hat. Hiergegen spricht aber einmal die Erfahrungs- 
tatsache, daB sich diese Reaktionsfahigkeit durch Jahrzehnte 
lang in konserviertem Blut erhait. Konnte doch Uhlenhuth 
selbst in gefaultera Blut noch nach 2 Jahren mit Hilfe der 
Prazipitinreaktion den spezifischen EiweiBnachweis fQhren. End- 
lich spricht gegen diesen Einwand die Tatsache, daB die bald 
nach der Antitoxininjektion abgenommenen Sera der Schafe 70 
und 51 prompt die spezifische Prazipitinreaktion gaben, obwohl 
sie ebenso lange konserviert waren, wie die tibrigen Sera 
dieser Tabelle. 
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Das Verschwindeo der prfizipitablen Substanz aus dem 
Blutseram subkutan mit Tetanusserum behandelter Schafe mit 
nachweisbarem Antitoxingehalt tritt iibrigens nicht in jedem 
Falle ein, wenigstens konnten wir in einem Falle eine Aus- 
nahme finden: Schaf 91 (35 kg schwer) erhielt am 16. VIII. 
09 26,5 ccm eines 5-fachen Tetannsserums subkutan. Fine 
vor der Seruminjektion abgenommene Blutprobe erwies sich 
frei von Tetanusantitoxin und reagierte nicht mit einem 
wirksamen prSzipitierenden Antipferdeserum. Dem Schaf 91 
wurden sodann Blutproben abgenommen, und zwar 2, 10, 15, 
30, 60, 90, 120, 150, 180 und 210 Tage nach der Injektion 
und gleichzeitig auf Antitoxingehalt *) und Gehalt an prfizipi- 
tablem PferdeeiweiB geprfift Das Ergebnis enthalt, summa- 
risch zusammengefaBt, die nachfolgende Tabelle. (Das prfi- 
zipitierende Antiserum hat einen Wert von ungeffihr 1:25000.) 


Tabelle V. 


Tage nach der 
Injektion 

A.E. 
pro ccm 

Berechnete Perde- 
seru m men ge pro ccm 

Priizipitinreaktion 

2 

1 1 / 
i / 17 

7s, 1 

positiv 

10 

1 .A, 

V.o, 

i » 

15 

1 Is 0 

250 

y? 

30 

1 1 J 

1 /aoo 1 

/l 500 


60 

1 V 

i mn 

^ / 

r.m 00 

spurweise positiv 

90 

i 

/lOOO 

th 000 

0 

120 

1/ 

, /3000 

ir.ooo 

0 

150 

1 Spuren 

9 

0 

180 

1 0 

6 

, °' 

210 

1 o 

0 

0 


Im Serum des Schafes 91 konnte also bis zu 2 Monaten 
nach der Seruminjektion noch PferdeserumeiweiB nachgewiesen 
werden; allerdings auch hier nicht in so betrfichtlichen Mengen, 
als man nach dem berechneten Pferdeserumgehalt hfitte er- 
warten mils sen. Immerhin lehrt der Versuch, daB durchaus 
nicht in jedem Fall 4—5 Wochen nach einer Pferdeserum- 
injektion beim Schaf das biologisch nachweisbare Pferdeserum- 
eiweiB aus dem Blutserum verschwunden sein muB. 

1) HLnsichtlich der Antitoxinpriifungen verweise ich auf die in diesem 
Hefte publizierte Arbeit, in der sich die Einzelprotokolle aller Antitoxin- 
prufungen finden. 
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B.PrOfung des Serums von Schafen, denen direkt 
Antitoxin verfflttert war. 

(Die Prflfung fand in der gleichen Weise statt, wie unter 
A. Das NShere bezflglich des Versuches an den beiden auf- 
gefiihrten Schafen 101 und 103 ist enthalten in der frflheren 
Arbeit [Bd. 3 dieser Zeitschr., p. 62 und 63J.) 


Tabelle VI. 


1 


1 

Ergebnis der Serum- 



6 

Datum 
der Anti¬ 
toxin- 
injektion 

Menge des 

priifung 

Be- 

Verhalten 

£ 


Alenge der 

rechnete 

*4-» 

verfutterten. 


nach- 

Pferde- 

gegen Pferde- 

Ja 

£ 

Antitoxins 

Datum 

gewiesenen 
Tet.A.E. pro 

serum- 

menge 

antiserum 


1 



| ccm 



101 23. II. bis 288,75 A.E. 

28. III. 09 

! 7«o a.e. 

VlMO CCm 

Spur Opales- 


il. III. 09 


! 

| zenz 




I 24. IV. 09 

1 ! 

' 1500 *> 

V R250 » 

1 0 

103 2. III. bis 

288,75 „ 

1 1. V. 09 

1 Vjdoo 

i /ft 800 

1 0 


9. III. Oil 


! 30. V. 09 

1 / 

i'} 400 V 

1 1 / 

! /13200 v 

o 


Ini Serum Schaf 101 konnten 4 Wochen nach der Serum- 
verfiitterung noch hflchstens Spuren von Pferdeeiweifi mittels 
der Prazipitinreaktion nachgewiesen werden, obwohl nach dem 
Ausfall der Kontrollversuche die Reaktion stark hfltte aus- 
fallen miissen, wenn die biologisch nachweisbare Eiweifltnenge 
der Antitoxinmenge entsprochen hatte. 

8 Wochen nach der Serumverfiitterung war das Serum 
frei von nachweisbarem Pferdeserumeiweifi, ebenso das 
Serum 103. 

C. Prflfung des Serums von Schafen, denen 
indirekt Antitoxin verfflttert war. 

(Die Schafe waren mit der Milch ihrer Mfitter ernahrt 
worden, denen subkutan Tetanusserum injiziert worden war. 
Das Nahere bezflglich der an Schaf 107, 104 und 105 an- 
gestellten Versuche enthalt wieder die frflhere Arbeit [Bd. 3 
dieser Zeitschr., p. 53—59]. Die Prflfung des Serums mit 
Hilfe der Prazipitinreaktion fand in der gleichen Weise wie 
unter A statt.) 
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Tabelle V1L 


o 

M-i 

cfi 

■s 

XS1 

Datum 
der Anti- 
toxin- 
fiitterung 

Menge des 
verfutterten 
Antitoxins 

Ergebnis der Serum¬ 
prufung 

Be- 

rechnete 

Pferde¬ 

serum- 

menge 

Verhalten 
gegen Pferde- 
antiserum 

Datum 

Menge der 
nach- 
gewiesenen 
T^t.A.E. pro 
ccm 

107 

9. III. bis 

10 A.E. 

11. IV. 09 

VliftO 

V# 815 ccm 

0 


16. III. 09 

1 

8 . V. 09 

A>500 

1/ 

'13750 yy 

0 




4. VI. 09 

1/ 

/3600 » 

i/ 

/ 1B250 yy 

0 




15. VII. 09 

l / 

/ 5000 

i/ 

/ 27.500 yy 

0 

104 5. III. bis 

8,5 „ 

4. V. 09 

1/ 

/ HOOO ** 

1 ! 

1 1 P.500 yy 

0 


12.111.09 


3. VI. 09 

l l f 

| • 4500 yy 

/24750 yy 

0 

105 

5. III. bis 

8,5 „ 

7. IV. 09 

V 

/ 1 200 yy 

1 / 

/«6 no yy 

0 


12. III. 09 


4. V. 09 

l-iooo yy 

1 / 

'11000 yy 

0 




3. VI. 09 

i 

sooo yy ' 

1 / 

/iftsoo yy 

0 


In den Seris der indirekt mit Antitoxin gefiitterten Schafe 
konnte niemals PferdeserumeiweiB mit der PrSzipitinreaktion 
nachgewiesen werden, trotzdem z. B. bei Schaf 107 die Serum- 
abnahme bereits 4 Wochen nach der Verffltterung stattfand 
und trotzdem nach der Berechnung geniigend Pferdeserum¬ 
eiweiB in den Serumsorten vorhanden gewesen ware, falls 
dem Antitoxingebalt der Gehalt an biologisch nachweisbarem 
PferdeserumeiweiB entsprochen hatte. Wir weisen endlich 
darauf hin, daB zur Zeit der Serumpriifung mit Hilfe der Pra- 
zipitinreaktion der frfiher ermittelte Antitoxingebalt sich nicht 
wesentlich verandert hatte. 

Es ist somit die ttberraschende Tatsache fest- 
gestellt, daB ira Blutserum von Schafen, denen 
wir auf die verschiedenste Weise (subkutane In- 
jektion, direkte oder indirekte Verffltterung) 
tetanusantitoxinhaltiges Pferdeserum einver- 
leibt hatten, zwar das injizierte Antitoxin lange 
sich halten kann, daB aber einige Zeit nach der 
Injektion (ca. 5—6 Wochen) in einer groBen Zahl 
von Fallen PferdeserumeiweiB mit Hilfe derPra- 
zipitinreaktion nicht mehr nachgewiesen werden 
kann, obwohl auf Grund des ermittelten Anti- 
toxingehaltes nachweisbare PferdeserumeiweiB- 
mengen in den Seris vorhanden sein mflBten, 
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falls das Antitoxin noch an das biologisch nach- 
weisbare PferdeserumeiweiB geknflpft ware. 

Diese bei Schafen von mir gewonnenen Resultate stehen 
in Gegensatz zu den Ergebnissen khnlicher friiherer Versuche 
von Hamburger und seinen Mitarbeitern‘). Diese Autoren 
fanden bei subkutan mit tetanusautitoxinhaltigem Pferdeserum 
eingespritzten Menschen und Kaninchen im Blutserum der 
Versuchsindividuen einen weitgehenden Parallelismus im Gehalt 
an pr&zipitabler Substanz einerseits und Antitoxin anderer- 
seits. Offenbar ist die benutzte Tier art hier von ausschlag- 
gebender Bedeutung. Darauf weist unter anderem auch die 
iiberraschend lange Haltbarkeit (6 Monate) des Antitoxins im 
Blutserum unserer Versuchsschafe hin. 

m. Schlufifolgerungen. 

Die von mir beschriebenen Tatsachen sind um so auf- 
fallender, als wir aus zahlreichen Versuchen die enge Ver- 
kniipfung der antitoxischen Funktion mit dem genuinen 
SerumeiweiB kennen; fast jeder Versuch der Gewinnung kon- 
zentrierterer, d. h. antitoxinreicherer und dabei doch nicht 
eiweiBreicherer Antitoxinlosungen war ja bisher ohne durch- 
greifenden praktischen Erfolg und alle die Versuche gar, die 
eine vbllige Trennung der antitoxischen Substanz von dem 
BluteiweiB beweisen wollten, haben sich nicht als stichhaltig 
erwiesen. 

Die in der vorstehenden Arbeit mitgeteilten Tatsachen 
zwingen aber zweifellos zu der SchluBfolgerung, daB 
das antitoxische Blutserum von Schafen, die in 
der bezeichneten Weise mit antitoxinhaltigem 
Pferdeserum behandelt sind, nicht einfach einem 
Schafserum entspricht, dem in vitro die ent- 
sprechenden Antitoxinmengen zugemischt sind. 
Das mit Hilfe der Prazipitinreaktion nachweisbare Pferde¬ 
serumeiweiB findet sich in jenem Serum entweder Qberhaupt 
nicht mehr vor oder in einer Form, daB die benutzte Methode 
trotz ihrer Feinheit negative Ergebnisse zeitigt. 

1 ) Hamburger und verschiedene Mitarbeiter, Wiener klin. Wochen- 
Bchrift, 1903, No. 15; 1904, No. 16,29,31; 1905, No. 50, und 1907, No. 27. 
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Angesichts dieser Beobachtungen drftngt sich uns zu- 
nSchst die VermutUDg auf, daB vielleicht die Passage des 
Pferdeantitoxins durch den Schaforganismus zu einer Tren- 
nung des Antitoxins von dem PferdeeiweiB fflhrt. Diese 
Hypothese ist indes so kflhn und widerspricht so sehr alien 
bisherigen Erfahrungen, daB wir erst nach anderen Er- 
kl&rungsmoglichkeiten uns umsehen miissen. In einer frflheren 
Arbeit hatte ich bereits in Gemeinschaft mit Much auf die 
Moglichkeit hingewiesen, daB das antitoxische Pferdeserum- 
eiweiB sich unter den bezeichneten Bedingungen zwar als 
solches erh3.lt, aber aus noch nicht naher geklarten Grflnden 
seine Reaktionsf&higkeit mit einem pr&zipitierenden Pferde- 
antiserum verloren hat. In ihrer eingangs zitierten Arbeit 
berichten Landsteiner und Prasek flber Untersuchungen, 
die sich in ganz ahnlicher Richtung bewegten. Die genannten 
Autoren konnten feststellen, dafi es moglich ist, einem Anti- 
korper (Agglutinin) enthaltenden Serum seine F&llbarkeit 
durch spezifisches Pr&zipitin zu nehmen, ohne die Antikorper- 
wirkung aufzuheben. Es gelang das durch Vermischung ver- 
dunnten hochwertigen Typhusagglutinins, stammend vom 
Pferde, mit normalem Schafserum. Insbesondere beim Er- 
w&rmen dieser Mischung verlor das PferdeeiweiB unter Bei- 
behaltung seiner Antikorperwirkung seine Reaktionsfahigkeit 
mit wirksamem Pferdeantiserum. Landsteiner und Prasek 
nehmen an, daB beim Erwarmen der Mischungen die EiweiB- 
teilchen der beiden verschiedenen Sera durch Adsorption sich 
zu grbBeren Komplexen zusammenlagern, die nicht mehr auf 
spezifisches Pr&zipitin reagieren. Sie stellen sich vor, daB 
im Tierkbrper derartige Veranderungen vielleicht noch leichter 
vor sich gehen als bei Versuchen in vitro. Wenn wir nun 
weiter beachten, daB ein Teil der genannten Versuche Land- 
stein ers und Praseks Mischungen von antikbrperhaltigem 
Pferdeserum und Schafserum betreffen, also die gleichen 
Serumarten, die wir fflr unsere Versuche in vivo verwandten, 
so konnen wir uns in der Tat vorstellen, daB das den Schafen 
eingespritzte Pferdeserum entsprechend den Vorstellungen 
Landsteiners und Praseks infolge von kolloidalen Ad- 
sorptionsvorg&ngen mit dem EiweiB des Schafblutes sich dem 
Nachweis durch Pr&zipitin entzieht. Dagegen spricht mir 
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aber, daB diese VerSnderung im TierkSrper allm&hlich erfolgt; 
denn in den ersten Wochen nach der Serumeinspritzung ist 
in der Regel die PrSzipitinreaktion mit hochwertigem Pferde- 
antiserum unter den beschriebenen Bedingungen positiv. 
Ueberhaupt ist, wie auch Do err und Pick hervorheben, es 
ja unbewiesen, daB bei Versuchen in vivo die Verhaltnisse 
ebenso oder Shnlich liegen wie bei den Landsteiner- 
P r a s e k schen Reagenzglasversuchen. 

Zur Erkl&rung der von mir beobachteten Tatsachen 
mochte ich daher mehr einer von Do err und Pick ver- 
tretenen Auffassung zuneigen. Gelegentlich ihrer zu anderem 
Zweck angestellten Untersuchungen fanden diese Autoren, 
daB bei Kaninchen, denen Choleravibrionen agglutinierendes 
Pferdeserum eingespritzt worden war, die Abnahme des ein- 
gespritzten Autikorpers auf der einen Seite und des prS- 
zipitablen PferdeserumeiweiBes auf der anderen Seite nicht 
genau parallel erfolgt. Sie ziehen daraus die SchluBfolgerung, 
daB die Agglutinine nicht mit der gesamten pr&zipitablen 
Substanz des Serums identisch sind. Zu demselben SchluB 
waren iibrigens schon frflher in meines Erachtens hoch- 
wichtigen Reagenzglasuntersuchungen Landsteiner und 
Prasek gelangt. Durch Absattigung von typhusagglutinin- 
haltigem Pferdeserum mit Typhusbacillen gelang es, den 
Agglutiningehalt der betreffenden Sera ganz betrachtlich zu 
vermindern (z. B. urn 75 Proz,), wShrend der EiweiBgehalt 
dadurch sich nur minimal (2 Proz.) verminderte. Danach 
mussen die spezifischen Agglutinine, die zweifellos am EiweiB 
des Serums haften, nur einen geringen Teil des Gesamt- 
eiweiBes in den Immunseris ausmachen. 

In Anlehnung an diese gut begrflndete Vorstellung, 
komme ich filr die Aufklarung meiner oben beschriebenen 
Antitoxinversuche zu dem WahrscheinlichkeitsschluB, daB 
nach der Injektion von antitoxischem Pferde¬ 
serum bei Schafen zuerst in der Regel der mit 
einem spezifischen pr&zipitierenden Pferde- 
antiserum nachweisbare Teil des Pferdeserum¬ 
eiweiBes (sogenannte pr&zipitable Substanz) ver- 
schwindet, w&hrend derjenige EiweiBanteil. 
welcher zugleich Tr&ger der antitoxischen 
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Funktion ist, sich viel linger halten kann. Die 
pr&zipitable Substanz verschwindet meist in 5—7 Wochen, 
das Antitoxin kann sich dagegen gelegentlich bis zu 6 Monaten 
halten. Selbst unter Berflcksichtigung der Tatsache, daB die 
Antitoxinbestimmnng den Nachweis eines viel geringeren 
Quantums von Pferdeserum erlaubt als die Prazipitinreaktion, 
besteht die Behauptung von dem rascheren Verschwinden 
des prazipitablen PferdeserumeiweiBes zu Recht; denn auch 
da, wo eine einfache Umrechnung aus dem Antitoxingehalt 
der untersuchten Schafserumproben auf den Gehalt an Pferde¬ 
serum bezw. PferdeeiweiB ergibt, daB die Prazipitinreaktion 
positiv sein miiBte, fillt sie negativ aus. Ein derartig anti- 
toxisch gemachtes Schafserum entspricht eben, wie noch einmal 
hervorgehoben sein mag, nicht einfach einer in vitro auf den 
gleichen Antitoxingehalt gebrachten Verdiinnung des Pferde- 
antitoxins in Schafserum. 

Auf Grund aller dieser sowohl die Agglutinine (Land- 
steiner und Prasek, Doerr und Pick;, wie die Anti- 
toxine (ROmer) betreffenden Untersuchungen, ist ohne Zweifel 
zum mindesten theoretisch das Bestreben berechtigt, aus 
antikorperhaltigen Seris durch Eliminierung unwirksamen oder 
wenigstens wenig wirksamen EiweiBes eiweiBarmere und 
gleichwohl nicht antikorper£rmere Losungen zu gewinnen. 
Die groBe praktische Bedeutung derartiger konzentrierterer 
AntikSrperlosungen, insbesondere antitoxischer Praparate, mit 
nicht erhohtem, wenn moglich vermindertera EiweiBgehalt ist 
namentlich unter Beriicksichtigung des viel diskutierten Serum- 
anaphylaxieproblems ohne weiteres einzusehen. 

Noch an eine dritte Erkl&rungsmbglichkeit kann gedacht 
werden: Auf die Einverleibung des Pferdeserums bildet sich 
im Organismus der Schafe wie auch bei anderen Tierarten 
spezifisches Pr&zipitin, vielleicht aber in so geringen Men gen, 
daB es nicht im UeberschuB und frei im Blutserum erscheint, 
sondern lediglich gebunden an die im Blute kreisenden pr&- 
zipitablen Substanzen des PferdeeiweiBes. Diese ihrerseits 
verlieren hierdurch ihre FSllbarkeit durch spezifisches Pferde- 
antiserum, bleiben aber antitoxisch wirksam, da die anti- 
toxische Kraft sozusagen nur SuBerlich an der Verbindung 
prfizipitabler Substanz + Pr&zipitin haftet. Wir mtissen dann 
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allerdings noch die weitere Vorstellung zu Hilfe nehmen, daB 
diese Verbindung nicht, wie sonst Ublich, einem weiteren 
Abbau anheimfailt. Da mir indes diese Erkl&ruog recht ge- 
kOnstelt erscbeint, neige ich vorlSufig mehr der zweiten von 
den oben angegebenen Erklarungsmbglichkeiten zu. 

Zusammenfassung. 

1) In der Milch von Schafen, die subkutan mit tetanus- 
antitoxinhaltigem Pferdeserum eingespritzt' worden sind, er- 
scheint das Antitoxin, wahrend der Nachweis von Pferde- 
eiweiB mit Hilfe der PrSzipitin- und Komplementbindungs- 
reaktion versagen kann, auch dann, wenn auf Grund einer 
einfachen Umrechnung nach dem Antitoxingehalt genflgende 
Mengen biologisch nachweisbaren PferdeeiweiBes a priori in 
der Milch hatten vorhanden sein mtissen. 

2) Im Serum von Schafen, die auf die verschiedenste 
Weise mit tetanusantitoxinhaltigem Pferdeserum behandelt 
sind, kann sich das Antitoxin sehr lange (bis zu 6 Monaten) 
halten, wahrend die mit Hilfe eines prazipitierenden Pferde- 
antiserums nachweisbare prSzipitable Substanz viel rascher 
verschwindet. Diese Behauptung von dem rascheren Ver- 
schwinden der prazipitablen Substanz besteht zu Recht auch 
unter BerQcksichtigung quantitativer Verhaltnisse, d. h. der 
Tatsache, daB die Antitoxinmethode den Nachweis viel ge- 
ringerer Mengen Pferdeserums unter den gegebenen Be- 
dingungen erlaubt als die Prazipitinmethode. 

3) Vermutlich erklSren sich diese Tatsachen so, daB das 
Antitoxin nicht gleichm&Big liber das ganze SerumeiweiB ver- 
teilt ist, sondern nur an gewissen — vielleicht sehr geringen 
— Teilen desselben haftet. Dieser antitoxische PferdeeiweiB- 
anteil halt sich im Serum von Schafen langer als der mit der 
Prazipitinreaktion nachweisbare antitoxinfreie bezw. antitoxin- 
arme EiweiBanteil (prazipitable Substanz). In die Milch 
saugender Schafe geht vorzugsweise der antitoxinhaltige An¬ 
ted des PferdeserumeiweiBes uber. 
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Nachdruck verboien. 

[Aus der Serologischen Abteilung des Hygienischen Institutes 
und der gyn&kologischen KJinik der deutschen Universitftt Prag.] 

Yersuche fiber die Wirkungsweise des Strepto¬ 
kokkenserums. 

Von Prof. Dr. Oskar Bail und Prof. Dr. F. Kleinhans. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 24. Februar 1912.) 

In einer vorhergehenden Abhandlung fiber die Infektiosit&t 
des Streptococcus x ) konnte gezeigt werden, daB der Organismus 
des Meerschweinchens gegenuber dem benutzten Stamme 
(Streptococcus Aronson) so gut wie keine praktisch anwend- 
baren Schutzvorrichtungen besitzt. Das Serum ist wirkungslos 
und wird auch durch Zusatz eines hochwertigen, auf den Stamm 
eingestellten Immunserums, obwohl dieses nachweisbar Agglu- 
tinine besitzt und sich auf den Kokken fixieren lfLBt, nicht bak- 
terizid. Auch die Kombination von aktivem Meerschweinchen- 
serum und Leukocyten vermag keine Abtotung oder auch nur 
Entwicklnngshemmung der Kokken herbeizuftihren. Gleich- 
wohl besitzen die Leukocyten sehr gut bakterizid wirksame 
Stoffe, nur daB diese normalerweise aus den lebenden Leuko¬ 
cyten nicht herausgehen und zur Wirkung kommen kdnnen; 
erst wenn man eine Mischung von Serum und Zellen ein- 
gefrieren l§Bt, erhSlt man bakterizide Effekte sehr ansehnlicher 
Art, die der Hauptsache nach an die Zelltriimmer gebunden 
sind und nur zum Teil beim Gefrieren in das umgebende 
Medium extrahiert werden. 

Dadurch ist bewiesen, daB die Leukocyten des Meer¬ 
schweinchens zwar die Potenz zur Kokkenvernichtung haben, 
daB sie diese aber normalerweise nicht auszuhben imstande 
sind. Die Ursache liegt darin, daB sie die dafur notigen 
Stoffe hartnfickig durch eine Art vitaler Retention in sich be- 
halten und daB die Kokken nicht die nbtige Aifinitat zu 


1) Diese Zeitschr., Bd. 12, No. 2. 

ZeiUchr. f. Immaiiitfttsfonciiung. Orig. Bd. XIII. 19 
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diesen haben, um sie aus den Leukocyten heraus an sich zu 
ziehen. Erst wenn die vitale Retention durch AbtStung der 
Zellen aufgeboben ist, genflgt die Affinitkt, um eine aphagozide 
(Weil) Wirkung der Zellreste hervortreten zu lassen. 

Unter solchen UmstSnden gibt es nur eine Mbglichkeit 
der Kokkenvernichtung im normalen Organismus, die Phago- 
cytose, durch welche die Bakterien direkt in den Wirkungs- 
bereich der vital hartn&ckig festgehaltenen Leukocytenstoffe 
hineingezogen werden. Nun findet diese aber bei den Kokken, 
die friiher und auch in den nachfolgenden IJntersuchungen aus- 
schlieBlich benutzt wurden [Streptokokken aus dem Peritoneal - 
exsudate schwer infizierter Meerschweinchen X )J, weder in vitro, 
noch im Tierkbrper in nennenswertem MaBe statt, so daB die 
Mdglichkeit einer Vernichtung der in die Bauchhdhle ein- 
gefiihrten Kokken nur eine sehr geringe ist. 

Das Sndert sich bei Verwendung eines geeigneten Immun- 
serums, als welches frtiher, wie jetzt, das von Aronson bei 
Schering hergestellte kaufliche Serum verwendet wurde. 
Mischt man dieses einer Leukocytenaufschwemmung in Serum 
bei, so kann man auf der Platte sofort sehr ansehnliche Keim- 
vernichtung feststellen und der Tierversuch wie der opsonische 
Pr&paratversuch im Glase lehren, daB mit der Anwendung 
des Immunserums stets Phagocytose einhergeht: das Aron- 
sonsche Serum stellt somit ein bakteriotropes Serum in 
reiner Form (N e u fe 1 d und R i m p a u) dar. 

DaB die Phagocytose mit einer wirklichen Abtbtung der 
lebend aufgenommenen Kokken verbunden ist, beweist der 
Plattenversuch aufs klarste und durch diesen erhait man auch 
AufschluB fiber die Art der Wirkung eines solchen bakteriotropeu 
Serums. Die Wirkung der lebenden Leukocyten mit Immunserum 
zusammen ist namlich nicht groBer wie die der gefrorenen 
ohne solches, und so gflnstig der Zusatz von Immunserum 
zu lebenden Zellen ist, deren Wirkung er erst ermoglicht, so 


1 ) Bei alien Streptokokkenversuchen ist nicht nur der benutzte Stamm, 
sondern auch der jeweilige Zustand der verwendeten Kokken zu beachten. 
Es bedingt sovvohl im Tier- wie im Glasversuche sehr bedeutende Unter- 
schiede, ob man mit Kultur oder Tierbacillen und mit diesen wieder im 
frischen oder alteren Zustande experimentiert. Der Einflufi des Alters war 
iibrigens bereits Bordet (Ann. de l’Inst Pasteur, 1897) genau bekannt. 
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bedeutungslos ist er fiir den bakteriziden Effekt der abgetoteten 
Leukocyten. Denn eine gefrorene Mischnng von Leukocyten 
und Serum wird durch Zusatz von Immunserum nicht st&rker 
keimtbtend, als sie es obne einen solchen ist. 

Daraus geht fflr die Beurteilung der Wirkung der bakterio- 
tropen Seren die wichtige Tatsache hervor, da6 sie kein 
eigentlich neues keimschadliches Moment in den 
Organismus hineinbringen, wie dies die rein bakterio- 
lytischen Seren tun, sondern nur die Wirkung schon 
normal vorhandener keimfeindlicher KrSfte er- 
moglichen, die sonst, offenbar infolge besonderer Zust&nde 
und Wirkungen der betreffenden Mikroorganismen, nicht zur 
Geltung kommen kbnnen. 

Weiter wurde festgestellt, daB bei einer erfolgreichen In- 
fektion eines Meerschweinchens Stoffe im Tierkorper ent- 
stehen, die der Wirkung des Immunserums direkt entgegen- 
wirken. Es lieB sich zeigen, daB das von den Kokken be- 
freite Exsudat intraperitoneal infizierter Tiere, die F&higkeit 
hat, die Wirkung des Immunserums auf Leukocyten in quanti- 
tativer Weise aufzuheben. Diese als aggressiv zu bezeichnende 
Wirkung ISBt sich sowohl im Plattenversuch, wie an der 
Phagocytose erkennen. 

Der genaueren Untersuchung dieser VerhSltnisse gelten 
die folgenden Untersuchungen, deren Technik sich im all- 
gemeinen eng an die schon friiher beschriebene anlehnt und 
bei den Versuchsmitteilungen selbst noch genauer geschildert 
wird. 

Die ersten Versuche hatten, auBer der Nachprfifung der 
frGher mitgeteilten Ergebnisse, der Beantwortung zweier Fragen 
zu dienen. DaB aggressive Exsudate die mdgliche Bakterizidie 
von Zell-Immunserummischungen aufheben, war bekannt; es 
sollte nun genauer als bisher festgestellt werden, ob auch die 
schon normalerweise vorhandene Bakterizidie gefrorener Zellen 
durch Aggressin aufgehoben wird, ob sich also eine direkt 
antagonistische Wirkung zwischen den vom Coccus stammenden 
aggressiven und den aus den Leukocyten stammenden 
bakteriziden Stoffen nachweisen ISBt und weiter, ob Immun¬ 
serum etwa hierauf von irgendwelchem Einflusse ist. 

19* 
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Tabelle I. 

Ein kleines Meerechweinchen von 200 g wird mit 2 ccm einer frischen, 
aber seit zwei Monaten nicht durch ein Tier geschickten Bouillonkultur von 
Streptococcus Aronson intraperitoneal infiziert und stirbt in der Nacht. Es 
liefert ca. 5 ccm eines dicht triiben Exsudates im Peritoneum mit dicht 
gedrangt liegenden Kokken, meist einzeln und als Diplokokken, seltener 
als kurze Ketten. In diesen erscheinen die Einzelglieder etwas grdBer und 
zeigen einen deutlichen gefarbten Baum, von dem bei den Einzelkokken 
nichts zu sehen ist. Leukocyten sind nicht zahlreich, hochst selten mit 
Phagocytose. Netzpraparate zeigen neben groBen Kokkenmengen reich- 
lich Zellen, von denen Makrophagen lebhaft phagocytieren, wahrend die 
kleinen polynuklearen dies nicht tun. In beiden Pleuren zusammen etwa 
1 ccm viel weniger triibes Exsudat, im wesentlichen mit dem gleicheu Be- 
funde wie im Peritoneum. Im Herzblute schon mikroskopisch zahlreiche 
Kokken. Das Exsudat wird sorgfaltig bis zur vollstandigen Klarheit 
zentrifugiert und dann V, Stunde bei 56—58° erwiirmt. Es ist danach in 
0,4 ccm steril. 

Leukocyten und normale Exsudatfliissigkeit wurden von einem groBen 
Meerechweinchen gewonnen, das 16 Stunden vor dem Verbluten eine intra- 
peritoneale Injektion von 25 ccm Bouillon erhalten hatte. Fiir diesen und 
alle folgenden Versuche wurde das oft in groBer Menge vorhandene Exsudat 
mit stenler Pipette entnommen und zentrifugiert. Ueberdies wurde die 
Bauchhohle dann noch mit Kochsalzlosung ausgespiilt mid die Zellen 
eben falls auf der Zentrifuge isoliert. Siimtliche Leukocyten wurden sodann 
in ca. 20 ccm Kochsalzlosung in einer einzigen, vorher genau austarierten 
Eprouvette gesammelt und zentrifugiert. Der durch AbgieBen von der 
iiberetehenden Fliissigkeit befreite Zellsatz wurde sodann gewogen. Im 
gegenwartigen Versuche wog er 1,2 g. Er wurde in 24 ccm Kochsalzlosung 
verteilt und zu je 2 ccm in die Versuchseprouvetten gefiillt; durch aber- 
maliges Zentrifugieren wurden so in jeder Probe 0,1 g Leukocyten isoliert, 
welche dann in den Vereuchsflussigkeiten verteilt wurden. Die Menge von 
0,1 g Zellen wurde fur alle Versuche beibehalten. Irgend starker blut- 
haltige Exsudate soil man nicht verwenden. — In jede der Proben erfolgte 
eine Einsaat von 312 Kokken aus dem Peritonealexsudate des infizierten 
Meerechweinchens. Nach 4-stundigem Aufenthalte im Brutschrank, wahrend 
dessen die Versuchseprouvetten ofters geschiittelt wurden, wurde ihr Gesamt- 
inhalt mit Agar vermischt und zu Platten verarbeitet. 

Nach 4 Std. 


1 ) 0,3 ccm Ser. aktiv + 0,2 ccm Normalexsudatfl. 56° 670 

2) 0,3 „ „ + „ „ + Lyten 11000 

3) Wie No. 2, aber die Mischung 3raal eingefroren 0 

4) 0,3 ccm Ser. aktiv + 0,15 ccm Exsudatti. 56° + 0,05 ccm 

Aggressin 56° 8 600 

5) Wie No. 4, mit Leukocyten ca.40000 

6 ) Wie No. 5. aber die Mischung gefroren 0 

7) 0,3 ccm Serum aktiv + 0,2 ccm Aggressin 56° 47 000 

8 ) Wie No. 7, mit Leukocyten 50000 

9) Wie No. 8, aber die Mischung gefroren 0 
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10) 

13 

111 

15) 

16) 

17) 

18) 


Wie No. 

77 77 

77 77 

77 77 

77 77 

77 >1 

77 77 

77 77 


1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 


mit Zusatz von 0,001 ccm Immunserum 


Nach 4 Std. 
1280 Z 
0 
0 

11000 Z 
4880 
0 

40000 

26000 

0 


Tabelle II. 


Anordnung ganz analog der im vorigen Versuche. Das Aggressin 
und die zur Einsaat benutzten Kokken entstammen einem mit 3 ccm 


Bouillonkultur, die direkt aus dem Herzblute des vorigen Meerschweinchens 
geziichtet war, intraperitoneal infizierten, nach 9 Stunden in Agone ver- 
bluteten Tiere. Zur Einsaat gelangen 816 Kokken in jede Probe. 


1) 


1) 

5 ) 

6 ) 

7) 

8 ) 

9) 

10 ) 

11 ) 

12 ) 

13) 

14) 

15) 

16 ) 

17) 

18) 

19) 

20 ) 
21 ) 


0,35 ccm Serum aktiv + 0,15 ccm Exsudatfliissigkeit 56° 

Wie No. 1, mit Leukocyten 

Wie No. 2, aber die Mischung gefroren 

0,35 ccm Ser. aktiv 4- 0,1 ccm Exsudatfl. 56° + 0,025 ccm 

Aggressin 56° 

Wie No. 2, mit Leukocyten 
Wie No. 5, aber die Mischung gefroren 
0,35 ccm Serum aktiv -f 0,15 ccm Aggressin 56 0 
Wie No. 7, mit Leukocyten 
Wie No. 8, aber die Mischung gefroren 
0,2 ccm Serum aktiv + 0,3 ccm Aggressin 56 0 
Wie No. 10, mit Leukocyten 
Wie No. 11, aber die Mischung gefroren 
Wie No. 1) 


mit 0.0005 ccm Immunserum 


Nach 4 Std. 
1536 
11 700 
0 

3 248 
14200 

0 

12000 

15000 

0 

ca. 40000 
15100 

4 920 

2 640 Z 
0 
0 

2224 Z 
13000 
0 

7000 Z 
15200 
0 


Wenn man von den durch die etwas wechselnde Versuchs- 
anordnung bedingten quantitativen Differenzen absieht, stimmen 
beide Versuche vollkommen ttberein. Bei den geringen, hier 
angewendeten EinsaatgroBen bemerkt man eine gewisse Wirkung 
des Normalserums, die zwar nie zu einer wirklichen Abtotung 
fuhrt, immerhin aber als Entwicklungshemmung bezeicbnet 
werden muB. Bei grSBeren Einsaaten ist von ihr nichts zu 
bemerken, sie entspricht aber wahrscheinlich jener Entwicklungs¬ 
hemmung, die man auch beim intraperitonealen Meerschweinchen- 
versuche an den in geringer Zahl eingespritzten Kokken in 
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der allerersten Zeit der Infektion, bei noch sehr geringera 
Leukocyten-Zellgehalte beobachten kann. Zusatz von Immun- 
serum bringt hier keine Verstarkung, eher das Gegenteil, 
besonders wenn man die agglutinierende Wirkung desselben 
beachtet, auf die schon in der ersten Mitteilnng hingewiesen 
wurde und die im Aussehen der Kolonien (durch ein 
Z in den Tabellen gekennzeichnet) zu erkennen ist. Auch 
der Zusatz von lebenden Leukocyten zu Normalserum erzeugt 
eber das Gegenteil von Keimvernichtung und die Zabl der 
Versuche ist bereits groB, wo dieser Zusatz deutlich zu einer 
Begtlnstigung der Kokkenvermehrung AnlaB gab. 

Im geraden Gegensatze dazu stehen die Resultate, die 
man erhait, sobald man die an sich ganz unwirksame Zell- 
serummiscbung vor der Einsaat nach der Buchner schen 
Methode 3mal eingefrieren und wieder auftauen laBt. Die 
augenblicklich und so stark, wie dies bei Streptokokken tiber- 
haupt moglich ist, einsetzende Keimvernichtung beweist klar, 
daB die Leukocyten die Stoffe zur Abtotung in relativ hoher 
Konzentration enthalten miissen; es sind die einzigen, die sich 
im Meerschweinchenorganismus bisher haben auffinden lassen. 
Normalerweise (d. h. im Tier) kommen sie aber nicht zur 
Wirkung, sondern erst unter dem Einflusse des Immunserums 
und, wie die mikroskopische Untersuchung lehrt, der dabei 
stattfindenden Phagocytose. Solange die Leukocyten leben, 
halten sie ihre bakteriziden Substanzen vital hartn&ckig zuriick 
und betatigen sie erst an den Kokken, die sie in ihr Inneres 
aufgenommen haben. 

Gegen diese Immunserumwirkung richten sich aber Stoffe, 
die wahrend der Infektion im Tierkbrper, offenbar im un- 
mittelbaren Zusammenhange mit dem Wachstum der Kokken 
entstehen, die Aggressine des Streptococcus, die sich aus dem 
Peritonealexsudate leicht gewinnen lassen. Ein Blick auf 
Tabelle I geniigt, urn zu zeigen, daB die gegenseitige Be- 
einflussung von Immunserum und Aggressin eine quanti¬ 
tative ist. daB das Immunserum um so weniger zur Wirkung 
kommt, je mehr Aggressin zugegen ist und umgekehrt. Ganz 
abgesehen von dem theoretischen Interesse dieser Feststellung, 
besitzt sie auch eine wichtige praktische Bedeutung, die klar 
hervortritt, sobald man sich die Verhaitnisse eines Heil- 
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versuches mit Immunserum, z. B. in einer peritonitischen 
Bauchhdhle vorstellt Um die daselbst gewachsenen Kokken 
mit Hilfe der ebenfalls stets vorhandenen Leukocyten intra- 
oder extracellular zu vernichten, wQrde eine relativ geringe 
Menge von Immunserum ausreichen. Tatslchlich muB aber diese 
viel hoher genommen werden, da zunBchst erst die ungBnstige 
Wirkung des Aggressins beseitigt sein mufi, ehe das Serum 
die Kokken fiberhaupt beeinflussen kann. Denn wie grofi 
oder gering man auch die Bedeutung der Aggressine fflr die 
Infektion veranschlagen will; daB sich wahrend der Infektion 
solche Exsudate bilden, lebrt der Augenschein und ihre 
die Infektion begtlnstigenden, die Heilung erschwerenden 
Eigenschaften mflssen ja im Tier, eventuell im Menschen- 
korper zur Geltung gekommen sein. 

Die beiden mitgeteilten Versuche lebren aber weiter mit 
voller Deutlichkeit, daB die Aggressinwirkung sich nicht gegen 
die in den Leukocyten enthaltenen bakteriziden Stoffe selbst 
richtet: sind diese durch Gefrieren der Zellen und damit 
Aufhebung ibrer vitalen Retention zug§nglich geworden, so 
ist das Aggressin auf sie ohne EinfluB. 

Es tritt also hier etwas ganz Aehnliches auf, wie bei 
analogen Reagenzglasversuchen mit Milzbrandaggressin ! ), wo 
nur die von lebenden Leukocyten ohne Phagocytose aus- 
gehende Keimvernichtung durch Aggressin aufgehoben oder 
beeintrachtigt wird, nicht aber die in den Zellen tatigen keim- 
feindlichen Stoffe selbst geschadigt werden; hier wie dort 
richtet sich die Aggressivitat in erster Linie gegen eine Be- 
tatigung der Vitalitat der Zellen. 

Beim Streptococcus Aronson ist diese Wirkung leicht in 
einer Beeintrachtigung der Phagocytose zu erkennen, womit 
auch das Fehlen der Abtotung im Plattenversuch einhergeht: 
der infektiose Coccus wird bei Gegenwart entsprechender 
Mengen seines Aggressins trotz Anwesenheit von hochwertigem 
Immunserum auf dem Zustande der Nichtphagocytierbarkeit 
erhalten, den er ohne Serum ohnedies besitzt. 

Die quantitativ gesetzmaBige Gegenwirkung von Aggressin 
und Immunserum lieB natflrlich von vornherein an eine direkte 


1) Bail und Weil, Arch. f. Hyg., Bd. 73. 
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Beeinflussung beider denken. Die diesbeztiglichen Versuche 
ergaben aber zun&chst Resultate, die auf eine ganz andere 
Art des Antagonismus hinzudeuten schienen. Sie sind lehr- 
reich genug, um Anfflhrung zu verdienen. 

Zun&chst war schou frflhzeitig festgestellt worden, dafi, 
wie schon seit Neufeld und Rimpau bekannt, die Kokken 
das Immunserum auf sicb fixieren und dadurch gewissermafien 
fflr die Zellphagocytose sensibilisiert werden. Solche Kokken 
unterliegen dann auch der Zellbakterizidie im Reagenzglase, 
wobei allerdings zu bemerken ist, daB die Sensibilisierung 
hier keineswegs so leicht und anscheinend vollst&ndig erfolgt, 
wie etwa die Besetzung eines Choleravibrio mit dem zu- 
gehorigen bakteriolytischen Immunkdrper. Sind aber die 
Kokken einmal sensibilisiert, so unterliegen sie trotz Anwesen- 
heit von Aggressin der Zellwirkung. Die zu diesern Zwecke 
angestellten Versuche eigens anzufflhren, erscheint nicht ndtig, 
da aus den spater mitzuteilenden das gleiche hervorgehen 
wird. Es lag nun nahe, zu untersuchen, ob bei Anwesenheit 
von Aggressin dennoch eine Sensibilisierung von Kokken 
durch das Immunserum erfolge. 

Tabelle III. 

Verwendet werden auBer der normalen Exsudatfliissigkeit eines mit 
Bouillon vorbehandelten Meerschweinchens die durch Zentrifugieren und 
V,-8tundige Erwarmung auf 56® steril gewordenen Exsudate zweier mit 
Str. Aronson todlich intraperitoneal infizierter Tiere. Diese werden mit 
Immunserum in folgender Weise gemischt: 

I. 1,5 ccm Normalexsudatfliissigkeit 56° 

„ + 0,02 ccm Immunserum 

»> + 0,2 ,, „ 

Aggressin a 56 0 + 0,02 ccm Immunserum 

» + 0,2 „ „ 

Aggressin b 56° + 0,02 „ „ 

» + 0,2 „ „ 

Zu alien Proben wurden 3 Tropfen einer stark triiben Emulsion der 
Kokken aus dem Exsudate eines todlich infizierten Meerschweinchens zu- 
gesetzt und die Mischungen ca. 14 Stunden im Eisschrank aufbewahrt. 
Nach dieser Zeit war No.-I gleichmaBig trub, alle anderen Proben waren 
mehr oder weniger klar. mit Bodensatzen. Die mikroskopische Unter- 
suchung ergab in I gleichmaBig verteilte, iiberall sonst agglutinierte Kokken, 
oft in sehr grofien Haufen, welche in V und VII in einer mattgefarbten 
Grundsubstanz eingebettet erschienen (Priizipitation ?). Die Proben wurden 
einmal mit Kochsalzlosung gewaschen, in ebensolcher aufgeschwemmt und 
stark verdiinnt zur Einsaat verwendet. 


II. 

III. 

IV. 
V. 

VI. 

VII. 
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A. Einsaat I = 5280. 


nach 4 Stunden 


1) 0,35 ccm Serum akt. 

2) dgl. 

3) 

4) 

5) 

I* 

8 ) 


+ 0,05 ccm Exsudatfl. 56 0 ca. 50 000 

+ „ „ + Lyten ca. 100000 

„ Aggress in b 56 0 ca. 70 000 

„ „ + Lyten ca. 100000 

„ Exsudatfl.+0,001 ccm I.-Ser. ca. 40 000 Z 
„ „ + dgl. + Lyten 2 600 

„ Aggressin + 0,001 ccm I.-Ser. ca. 80 000 


+ dgl. + Lyten ca. 30 000 Z 


B. Einsaat II = 464. 

1) 0,35 ccm Serum akt. + 0,05 ccm Exsudatfl. 56® + Lyten 5 800 

2) dgl. + 0,05 ccm Aggressin 56 0 + Lyten 9 000 


C. Einsaat 111 = 992. 

1) 0,35 ccm Serum akt. + 0,05 ccm Exsudatfl. 56° + Lyten 2 400 

2) dgl. + 0,05 ccm Aggressin 56' + Lyten 1 680 


D. Einsaat IV = 1448. 

1) 0,35 ccm Serum akt. + 0,05 ccm Exsudatfl. 56° + Lyten 6 700 

2) dgl. + 0,05 ccm Aggressin 56 0 + Lyten 3 600 

E. Einsaat V = 224. 

1) 0,35 ccm Serum akt. + 0,05 ccm Exsudatfl. 56° + Lyten 496 

2) dgl. + 0,05 ccm Aggressin 56® + Lyten 120 

F. Einsaat VI = 4368. 

1) 0,35 ccm Serum akt. + 0,05 ccm Exsudatfl. 56® + Lyten 16000 

2) dgl. + 0,05 ccm Aggressin 56 ® + Lyten 23 000 

G. Einsaat VII = 1264. 

1) 0,35 ccm Serum akt. + 0,05 ccm Exsudatfl. 56® + Lyten 212 

2) dgl. + 0,05 ccm Aggressin 56 0 + Lyten 480 


Tabelle IV. 

Anordnung wie im vorigen Versuche. Es werden folgende Proben 
hergestellt und mit je 5 Tropfen einer triiben Kokkenaufschwcmmung aus 
dem Peritonealexsudate desselben infizierten Meerschweinchens, welches das 
Aggressin geliefert hatte, besaet: 

I. 2 ccm Exsudatfliissigkeit 


II. „ 

f9 

+ 0,05 ccm Immunserum 

III. „ 

yy 

+ 0,25 „ „ 

IV. „ 

Aggressin 56° 

+ 0,05 ,, „ 

V. „ 

yy 

+ 0,25 „ „ 


Nach ca. 14-stundigem Aufenthalte im Eiskasten zeigen sich die Proben 
II—V geklart und agglutiniert, wobei die starke Satzhildung in V (Prii- 
zipitation) auffallt. Der Eokkensatz wird einmal gewaschen, in viel Koch- 
salzlosung aufgenommen und verteilt und zur Einsaat benutzt. 


A. Einsaat I = 125. 

1) 0,4 ccm Serum akt. + 0,1 ccm 


2 ) 

2S 

6 ) 

8 ) 


dgl. 

yy 

yy 


+ 

+ 


Wie 1—4 mit je 0,001 ccm 


Exsudatfl. 56° 
Aggressin 

yy 


Immunserum 


+ Lyten 
+ Lyten 


Intensive 

Venuehrung 

ca. 20000 Z 
2 160 
ca. 30000 
„ 30 000 
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B. Einsaat II = 824. 


1) 0.4 ccm Serum akt. 4- 0,1 ccm 

Exsudatfl. 56° 


ca. 

40000 

2) 

dgl 

4- ii 

+ 

Lyten 


8200 

3) 

11 

+ 11 

Aggressin 

ca. 

40 000 

4) 

11 

+ 11 

ii + 

Lyten 


1 736 


C. Einsaat III 

= 4240. 





1) 0,4 ccm Serum akt. 4- 0,1 ccm 

Exsudatfl. 56° 


ca. 

40000 

2) 

dgl. 

4- ii 

ii + 

Lyten 


5 700 

3) 

11 

4- ii 

Aggressin 

ca. 

40000 

4) 

If 

4- ii 

ii + 

Lyten 


4 900 


D. Einsaat IV 

= 4888. 





1) 0,4 ccm Serum akt. 4- 0,1 ccm 

Exsudatfl. 56° 


ca. 

40000 

2) 

dgl. 

+ » 

ii + 

Lyten 


8 900 

3) 

11 

+ „ 

Aggressin 

ca. 

40000 

4) 

r 

+ „ 

+ 

Lyten 


7 2U0 


E. Einsaat V = 

= 5360. 





1) 

0,4 ccm Serum akt. 4- 0,1 ccm 

Exsudatfl. 56° 


ca. 

40 000 

2) 

dgl. 

+ ii 

ii + 

Lyten 


3 30O 

3) 

11 

4- „ 

Aggressin 

ca. 

40000 

4) 

11 

+ ii 

ii 4- 

Lyten 


1120 


Tabelle V. 

Anordnung wie in den vorigen Versuchen. Hergestellt werden: 


I. 2,5 ccra Exsudatfliissigkeit 56 0 


II. „ 

11 

4- 0,01 ccm 

Immunserum 

HI. „ 


4- 0,1 „ 

ii 

IV. „ 

Aggressin 56° 

4- 0,01 „ 

ii 

V. „ 


+ 0,1 „ 

ii 


Nach Zusatz von 5 Tropfen triiber Aufschwemmung von Strepto- 
kokken aus deni Peritonealexsudate des gleichen Tieres, welches das Ag¬ 
gressin geliefert hatte, kommen alle Proben auf ca. 12 Stunden in den 
Eisschrank. Aufter in I ist uberaLl Agglutination eingetreten, schwach und 
unvollstandig in II und IV, sehr stark in III und V. Die Kokken werden 
abzentrifugiert, gewaschen und in viel Kochsalzlosung verteilt, zur Einsaat 
verwendet. 


A. Einsaat I = 3400. 

1) 0,4 ccm Serum akt. -f 0,1 ccm Exsudatfl. 56° 
dgl. + »» » 

>> 4- „ Aggressin 


o 

*-/ 

3) 

4) 

5) 
«) 
V) 
8 ) 

2 ) 

3 ) 

4) 


Wie 1—4 mit je 0,001 ccm Immunserum 

B. Einsaat II = 6800. 

Wie 1 — 4 bei Einsaat I 


+ Lyten 
+ Lyten 


Ueberall 

Vermehrung 

14 900 Z 
1360 
26 000 
ca. 40000 


14 000 Z 
21000 
28000 
30000 
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1 ) 

2 ) 

3) 

4) 

1) 

2 ) 

3) 

4) 


1 ) 

2 ) 

3) 

4) 


C. Einsaat III = 3100. 
Wie 1—4 bei Einsaat I 

D. Einsaat IV = 610. 
Wie 1—4 bei Einsaat I. 

E. Einsaat V = 490. 
Wie 1—4 bei Einsaat I. 


[ 24000 

3200 

1 30000 

l 992 

[ 29 000 

I 41000 

1 30 000 

l fiber 30 000 


ca. 30000 
1500 
fiber 20 000 
1328 


Anscheinend ganz eindeutig sprechen die Versuche in deni 
Sinne, daB eine direkte Beeinflussung des Aggressins durch 
das zugeh5rige Immunserum nicht erfolgt, da sonst eine Sen- 
sibilisierung der Kokken nicht eintreten dfirfte. TatsSchlich 
war sie aber in den mitgeteilten und zahlreichen anderen 
nach der gleichen Methode angestellten Versuchen gerade so 
gut in Aggressin wie in der inaktivierten normalen Exsudat- 
flflssigkeit eingetreten. Das erschien ura so auffallender, als 
in eben diesen Versuchen die vorher erwahnte Erscheinung 
deutlich zu erkennen ist, daB Kokken, die einmal Immun¬ 
serum aufgenommen haben, durch nachtraglich zugesetztes 
Aggressin vor der Leukocyteubakterizidie geschfltzt sind. DaB 
die zum Versuche beniitzten aggressiven Exsudate wirksam 
waren, wurde jedesmal durch einen Versuch mit nicht sen- 
sibilisierten Kokken bewiesen, welche durch Leukocyten und 
Immunserum abgetOtet wurden, aber ungehindert wuchsen, 
sobald mit dem Immunserum gleichzeitig Aggressin zugesetzt 
wurde. 

Bei der Voraussetzung einer direkten gegenseitigen Be¬ 
einflussung von Immunserum und Aggressin bot die Er- 
klarung der Leukocytenbakterizidie trotz Anwesenheit von 
Aggressin bei vorher sensibilisierten Kokken insofern keine 
Schwierigkeit, als man leicht annehmen konnte, daB das 
Immunserum zwar durch Aggressin an seinem Herantreten 
an die Kokken gehindert werde, daB es aber gegen das von 
ihnen bereits aufgenommene Immunserum wirkungslos sei. 

In den mitgeteilten Versuchen sieht man aber, daB bei 
gleichzeitiger Anwesenheit von Kokken, Aggressin und Immun- 
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serum eine ganz deutliche Sensibilisierung stattgefunden hat, 
uud zwar durch die gleichen ImmunserummeDgen, die auch 
bei Verdflnuung des Immunserums mit normaler Exsudat- 
flflssigkeit notwendig sind. In der Tabelle V hatte 0,01 ccm 
Immunserum in keinem Falle ausgereicht, 0,05 ccm waren in 
Tabelle IV und 0,02 ccm in einem Teile der Tabelle III dazu 
sowohl in der aggressiven, wie in der normalen Kdrperflflssig- 
keit ausreichend gewesen. Nebenbei sei auf die aus den 
Tabellen ersichtliche Erscheinung hingewiesen, dad das Ag- 
gressin auch die Agglutination der Streptokokken nicht unter- 
drflckt hatte. 

Aber trotz dieser scheinbar ganz unzweideutigen und oft 
wiederholten Versuche wfire der SchluB, daB die Gegen- 
wirkung zwischen Immunserum und Aggressin bei Anwesen- 
heit von Leukocyten nicht auf einer direkten Beeinflussung 
beider beruhe, irrig gewesen, da sich eine solche bei ge- 
Bnderter Versuchsanordnung, deren quantitative Verhaitnisse 
der des Mischungsversuches mehr angenahert waren, doch 
nachweisen lieB. 


Tabelle VI. 

Als Aggressin dient das durch Zentrifugieren und ‘/j-stiindiges Er- 
hitzen auf 56 —58° vollkommen sterilisierte Peritonealexsudat eines schwer 
infizierten Meerschweinchens, dessen Kokken gleichzeitig zur Einsaat ver- 
wendet werden. Alle Proben wurden zunachst in zwei Teilen, a und b, 
angesetzt, so dafi die Rohrchen der Reihe a 0,25, die der Reihe b 0,5 ccm 
Gesamtfliissigkeit enthielten. In jedes Rohrchen der Reihe b erfolgte die 
Einsaat von je einem Tropfen einer sehr stark verdunnten Kokkenauf- 
schwemmung. Sodann wurden alle Proben auf 1 Stunde in den Brut- 
schrank gestellt. Nach dieser Zeit wurde aus den Rohrchen der Reihe b 
(kokkenhaltig) je 0,25 ccm entnommen und zu den Rohrchen a zugesetzt. 
Der Rest der Fliissigkeiten b wurde zur Bestimmung der eingebrachten 
Keime mit Agar vermischt und zur Platte verarbeitet. Danach waren 
enthalten in lb 1032, 2b 688, 3b 448, 4b 856, 5b 1240, 6b 696 Strepto¬ 
kokken. Nach weiterem 4-stundigen Aufenthalte bei 37° wurden auch die 
fertig gestcllten Proben zu Flatten verarbeitet. 

la) I-eukocyten + 0,25 ccm Serum akt. 

lb) 0,4 ccm Serum akt. + 0,1 ccm Aggressin 56° 

2a) I^eukocyten -- 0,25 ccm Serum akt. 

21)) 0,4 ccm Serum akt. 4- 0,001 ccm Immunser. in 0,1 ccm Aggressin 
3a) Leukocyten + 0,2 Serum akt. + 0,0005 ccm Immunserum 
3b) 0,4 ccm Serum akt. + 0,1 ccm Exsudatfliissigkeit 56° 

4a) Leukocyten + 0,2 ccm Serum akt. + 0,0005 ccm Immunser. 

4b) 0,4 ccm Serum akt. + 0,1 ccm Aggressin 56° 


38000 
26 000 
124 
35 GOO 
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5a) Leukocyten + 0,2 ccm Serum akt. + 0,05 ecm Aggressin 
5b) 0,4 ccm Serum akt. + 0,001 ccm Immunserum 3 408 

6a) Lyten +0,15 Serum akt. + 0,05 ccm Aggressin + 0,0005 ccm 
Immunserum 

6b) 0,5 ccm Serum akt. 22 000 

Die Versuchsanordnung ist so gewahlt, daB die korre- 
spondierenden Proben stets genau die gleichen reagierenden 
Flflssigkeiten und Zellen enthalten. Nur insofern besteht in 
diesem Versuche noch eine geringfflgige, jedenfalls bedeutungs- 
lose Divergenz, als die Immunserumverdiinnungcn, mit Aus- 
nahme der Probe 2b, mit Kochsalzlosung hergestellt waren. 
Was dilferiert, ist lediglich die Einwirkungsdauer der Versuchs- 
flflssigkeiten auf die Kokken. So konnte z. B. das Immun¬ 
serum in Probe 5b isoliert auf diese wirken, ehe Leukocyten 
dazu kamen, in 2b wirkte es gleichzeitig mit Aggressin zu- 
sammen; in 3a waren die Leukocyten mit Immunserum bei- 
sammen, ehe noch die Kokken eingesat wurden, in 5a standen 
die Leukocyten unter der Einwirkung des Aggressins, in 6a 
unter der des Aggressins zusammen mit Immunserum etc. 
Man sieht nun ganz deutlich, wie der Zusatz des Immunserums 
zu den isolierten Zellen, bei nachtrfiglichem Zufiigen des 
Aggressins -f- Kokken keine Bakterizidie zulaBt. die ohne Ag¬ 
gressin in hohem Grade mSglich ware (4a und b im Vergleich 
zu 3a und b). LSBt man hingegen das Aggressin auf die 
Zellen wirken, wahrend die Kokken inzwischen unter dem 
Einflusse des Immunserums stehen (5a und b), so ist eine 
sehr deutliche Entwicklungshemmung zu konstatieren, ent- 
sprechend der frflher konstatierten Tatsache, daB sensibilisierte 
Kokken durcb Leukocyten trotz Anwesenheit von Aggressin 
beeinfluBt werden. In der Probe 2b standen die Kokken 
unter dem gleichzeitigen Einflusse von Immunserum und Ag¬ 
gressin, also unter Verhaitnissen, bei denen in Versuchen, wie 
denen der Tabellen III—V, Sensibilisierung e\ngetreten war 
und diese Kokken waren dann der Leukocytenwirkung nicht 
zuganglich. Es muB also doch eine direkte Beeinflussung des 
Immunserums durch Aggressin moglich sein, in dem Sinne, 
daB letzteres die Sensibilisierung der Kokken zu verhindern 
vermag. 

Dieses Resultat erwies sich bei gleicher Versuchsanord¬ 
nung spater als ein konstantes. 
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Tabelle VII. 

Aggressin und die zur Einsaat bestimmten Kokken stammen von dem 
gleichen, schwer infizierten Meerschweinchen. Anordnung analog der des 
Versuches der Tabelle VI, nur ist die Verdunnung des Immunserums mit 
aktivem Meerschweinchenserum durchgefiihrt. Wieder enthalten die Rohr- 
chen der Reihe b, in welche die Kokkeneinsaat erfolgt, je 0,5 ccm Gesamt- 
fliissigkeit, von welchen nach l-stiindigem Aufenthalte bei 37 0 je 0,25 com 
zu den entsprechenden Proben der Reihe a hinzugesetzt werden. Der 
Gehalt an Streptokokken betrug fur je 0,25 ccm der Reihe b 7400, 8200, 
5900, 10600, 11000, 10400 und 6300. 

4 Std. nach 
Mischung 

- -w /\ rv i . 1 1/1 ^ /i A ^ 


la) Lyten 4 - 0,2 ccm Serum akt. -f 0,05 ccm Exsudatfl. 56° 

lb) 0,4 ccm Serum akt. -f 0,001 ccm Immunserum 664 

2a) Lyten -f 0,2 ccm Serum akt. 4 - 0,05 ccm Aggressin 56° 

2b) 0,4 ccm Serum akt. 4 - 0,001 ccm Immunserum 940 

3a) Lyten + 0.2 ccm Serum akt. 4 - 0,0005 ccm Immunsemm 

3b) 0,4 ccm Serum akt. + 0,1 ccm Exsudatfl iissigkeit 56° 560 

4a) Lyten 4 - 0,2 ccm Serum akt. + 0,00C)5 ccm Immunserum 

4b) 0,4 ccm Serum akt. + 0,1 ccm Aggressin 56° 47 000 

5a) Lyten -f 0,25 ccm Serum akt. 

5b) 0,3 ccm Serum akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° 4 - 0,001 ccm 

Immunserum 8 20 

6 a) Lyten 4 - 0,25 Serum akt. 

6 b) 0,3 ccm Serum akt. 4 - 0,1 ccm Aggressin 56° 4 - 0,001 ccm 

Immu n ser u m 66 000 

7a) Lyten 4 - 0,15 ccm Serum akt. 4 - 0,05 ccm Aggressin 4 - 
0,0005 ccm Immunserum 

7b) 0,5 ccm Serum akt. ca. 70000 


Tal>elle VIII. 


Aggressin und Kokken eines schwer infizierten Meersohweiuchens. 


Anordnung der bisherigen analog. 

In 

0,25 ccm 

4 Std. nach 


von b 

Mischung 

la) Lyten 4 - 0,2 ccm Ser. akt. 4 - 0,0005 ccm L-Ser. 

lb) 0,3 ccm Serum akt. 4 - 0,2 ccm Exsudatfl. 56° 

19 000 

2 864 

2a) Lyten + 0,2 ccm Ser. akt. 4 - 0,005 ccm I.-Ser. 
2b) 0,3 ccm Serum akt. 4 - 0,2 ccm Exsudatfl. 56° 
3a) Lyten 4 - 0,2 ccm Ser. akt. 4 - 0,0005 ccm L-Ser. 
3b) 0,3 ccm Serum akt. 4 - 0,2 ccm Aggressin 56° 

14 200 

980 

13 400 

fiber 50000 

4a) Lyten 4 - 0,2 ccm Ser. akt. 4 - 0.005 ccm I.-Ser. 
4b) 0.3 ccm Serum akt. 4 - 0,2 ccm Aggressin 56° 

18 000 

6 NJO 

5a) Lyten 4 - 0,1 ccm Exsudatfl. 56° 4 - 0,00025 ccm 
Immunserum 

5b) 0,4 ccm Serum akt. + 0,0005 ccm Immunser. 

7 900 

492 

6 a) Lyten 4 - 0,1 ccm Exsudatfl. 56° 4 - 0,005 ccm 
Immunserum 

6 b) 0,4 ccm Serum akt. 4 - 0,005 ccm Immunser. 

17 000 

720 

7a) Lyten 4 - 0,1 ccm Aggressin 56° 4 - 0,00025 ccm 
Immunserum 

7b) 0.4 ccm Serum akt. 4 - 0,0005 ccm Immunser. 

10000 

11 3uu 

8 a) Lyten 4 - 0,1 ccm Aggressin 56° 4 - 0,0025 ccm 
Immunserum 

8 b) 0,4 ccm Serum akt. 4 - 0,005 ccm Immunser. 

15 800 

580 
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In 0,25 ccm 4 Std. nach 


von b Mischung 

9a) Lyten + 0,2 ccm Ser. akt. + 0,00025 ccm I.-Ser. 

9b) 0^2 ccm Serum akt + 0,2 ccm Exsudatfl. + 

0,0005 ccm Immunserum 12 300 1 768 

10a) Lyten + 0,2 ccm Ser. akt. + 0,00025 ccm I.-Ser. 

10b) 0,2 ccm Serum akt + 0,2 ccm Exsudatfl. + 

0,005 ccm Immunserum 12 000 840 

11a) Lyten + 0,2 ccm Ser. akt. + 0,00025 ccm I.-Ser. 
lib) 0,2 ccm Serum akt. + 0,2 ccm Aggressin + 

0,0005 ccm Immunserum 26 600 ca. 80 000 

12a) Lyten + 0,2 ccm Ser. akt. + 0,0025 ccm I.-Ser. 

12b) 0,2 ccm Serum akt -f 0,005 ccm Immun¬ 
serum -|- 0,2 ccm Aggressin 19 000 2 640 


Besonders der letzte, einigermaBen quantitativ angestellte 
Versuch ist in hohem Grade lehrreich. Man sieht deutlich, 
wie 0,1 ccm Aggressin, wenn es zu einer Mischung von Zellen 
und 0,0005 Immunserum zugesetzt wird, die sonst sehr merk- 
bare Zellbakterizidie, die ohne Aggressin moglich ist, ver- 
bindert (No. 3 im Vergleich zu No. 1); verwendet man aber 
bei sonst ganz gleichen Verhaltnissen 0,005 ccm Immunserum, 
so ist trotz des Aggressins eine unverkennbare Entwicklungs- 
hemmung sichtbar (No. 4 im Vergleich zu 2); es ist also 
gerade die Grenze erreicht, wo Aggressin und Immunserum- 
wirkung einander gegenseitig paralysieren. Mischt man Leuko- 
cyten mit Aggressin, wahrend die Kokken der Wirkung von 
Immunserum ausgesetzt sind, so vermag 0,005 ccm Immun¬ 
serum noch starke Zellwirkung zu veranlassen, nicht mehr 
aber 0,0005 ccm; da in den entsprechenden Proben (5 und 6) 
ohne Aggressin gleichm&Big starke Abtotung stattfindet, also 
die Kokken in diesen Mischungen (5b und 6b) gut sensibilisiert 
waren, so ist dies ein Beweis dafUr, daB auch sensibilisierte 
Kokken nicht unter alien Umstanden von Zellen abget5tet 
werden. Ist die Sensibilisierung starker (bei 8b), dann schadigt 
allerdings das Aggressin die Zellen nicht mehr. Kokken in 
einer Mischung von normaler ExsudatflQssigkeit, Normalserum 
und Immunserum erweisen sich sowohl bei 0,005 wie bei 0,00005 
ccm des letzteren als sensibilisiert, wendet man aber die 
pathologische aggressive ExsudatflQssigkeit an, so haben in 
dieser die Kokken nur bei der groBeren Immunserumdosis 
einen Teil des wirksamen Serums an sich gezogen, in der 
kleineren Immundosis Qberhaupt nichts. Damit ist der Ant- 
agonismus zwischen Serum und Aggressin als ein direkter 
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nachgewiesen; die Kokken vermogen sich im Aggressin nicht 
zu sensibilisieren, die wesentlich bakteriotropen Stoffe des 
Immunserums nicht aufzunehmen. Es ist unter solchen Um- 
st&nden klar, daB bei gleichzeitigem Zusatze von Kokken, 
Serum und Aggressin von einer Leukocytenwirkung keine 
Rede mehr sein kann; erst wenn die Immunserumdosis sehr 
bedeutend erhttht wird, erfolgt auch unter diesen Umst&nden 
erst Zellwirkung. 

Wahlt man nun eine Versuchsanordnung, wie die in den 
Tabellen III—V, wo man, um eine halbwegs sichere Sensibili- 
sierung zu erzielen, verhttltnism&Big groBe Immunserumdosen 
anwenden und lttngere Zeit einwirken lassen muB, so kann 
leicht der fehlerhafte SchluB entstehen, daB Immunserum und 
Aggressin sich direkt ttberhaupt nicht beeinflussen. Denn die 
Dosen Immunserum, welche bei der ttberhaupt nicht ganz 
leichten Sensibilisierung des Streptococcus in dieser Anordnung 
noch zum Ziele ftthren (nach den Tabellen genttgen 0,01 ccm 
noch nicht) sind bereits ein Multiplum der bei anderer An¬ 
ordnung genttgenden. 

Die Hauptwirkung des Streptokokkenaggressins liegt so- 
mit in einer direkten Verhinderung der Sensibilisierung, wo- 
mit auch die Verhinderung der Phagocytose und der Bakteri- 
zidie lebender Leukocyten verbunden ist. Ob diese Wirkung 
die einzige ist, Oder ob daneben noch eine direkte Lahmung 
der Leukocyten in Frage kommt, ist nach den bisherigen Ver- 
suchen noch nicht mit Sicherheit zu sagen. Ganz entscheiden 
wttrde sich diese Frage nur an Streptokokken lassen, welche 
schon an sich, ohne Immunserum, der Zellwirkung zug&ng- 
lich sind. 

Die in den Tabellen VI—VIII gewahlte Versuchsanord¬ 
nung ist nun auch geeignet, die Verhaitnisse, wie sie im 
Tierkorper bei vorzeitiger, gleichzeitiger Oder nachtraglicher 
Seruminjektion fttr den Infektionsverlauf vorliegen, nachzu- 
ahmen. Dieser ist fttr Meerschweinchen bekannt. Die intra- 
peritoneal injizierten Kokken erfahren im normalen Tiere in 
der allerersten Zeit einen Wachstumsstillstand; meist noch 
walirend desselben beginnt der LeukocytenzufluB, der aber 
ohne sichtbaren Effekt auf die inzwischen einsetzende Kokken- 
vermehrung ist. Phagocytose findet bei infektidsen Strepto- 
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kokken, wie dies schoD den Slteren Forscbern der belgischen 
and franzosischen Schule genan bekannt war, entweder gar 
nicht Oder nor in sehr geringem Umfange statt, von sonstiger 
Keimvernichtung ist ebenfalls nichts zu sehen. Trotz der 
immer intensiver zunehmenden Vermehrung wird aber der 
Leukocytenzuflufi in die kokkenerfGUte Bauchhohle hSchstens 
etwas verringert, nie ganz gehemmt, wie dies bereits Weil 
richtig hervorgehoben hat; dadurch unterscheidet sich die 
Streptokokkeninfektion sehr scharf von intraperitonealen In- 
fektionen mit Halbparasiten, wie Typhus Oder Cholera, wo 
eine schwere Infektion sich in einer nahezu leukocytenfreien 
Bauchhohle abspielt. 

Injiziert man mit der Kokkendosis gleichzeitig Immun- 
serum, so unterscheidet sich zun&chst der Verlauf nicht von 
dem Versuch ohne Immunsernm und es l&Bt sich nicht mit 
Sicherheit der Eindruck gewinnen, daB eine extracellulfire Ver- 
nichtung der Kokken stattfindet; wenn eine solche Gberhaupt 
besteht (Reich), so ist sie jedenfalls fflr den benutzten Coccus 
und das Aronsonsche Serum nur eine ganz geringftigige. 
Mit dem Eintreten von Leukocyten aber sistiert die Ver¬ 
mehrung Oder, wenn sie noch nicht erfolgt war, setzt sie 
Gberhaupt nicht ein, wfthrend in kGrzerer Oder l&ngerer Zeit 
die freien Kokken vor der zunehmenden Phagocytose ver- 
schwinden. Macht man die Immunseruminjektion erst dann, 
wenn in der BauchhGhle bereits Kokkenvermehrung neben 
Leukocytose eingetreten ist, so bemerkt man ebenfalls rasch 
einsetzende Phagocytose und Kokkenvernichtung. Diese Ver- 
haltnisse lassen sich nun im Reagenzglasversuch in ganz deut- 
licher Weise erkenntlich machen. 

Tabelle IX. 

Als Aggressin dient das zentrifugierte und 1 / t Stunde auf 56 0 erhitzte 
Peritonealexsudat eines schwer infizierten Meerechweinchens, dessen Kokken 
auch zur Einsaat verwendet werden. Die Versuehsfliissigkeiten werden in 
2 Reihen hergestellt, von denen die eine 0,25, die andere, in welche die 
Kokkeneinsaat erfolgt, 0.5 ccm Gesamtvolumen hat. Nach 1-stiindigem 
Stehen bei 37° wird je 0,25 ccm der Reihe b mit der Fliissigkeit der Reihe 
a vermischt, wahrend der Rest zur Platte verarbeitet wird und die absolute 
Menge der verwendeten Kokken anzeigt. 

ZeiUchr. f. ImmunltMtsfortchang. Orig. Bd. A 111. 20 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



300 


Oskar Bail und F. Kleinhans, 


Digitized by 


A. Proben ohne Leukocyten. 

la) 0,25 ccm Ser. akt. mit 0.0001 ecra Immunser. 

lb) 0,3 com Serum akt. + 0,2 ccm Exsudatfl. 56° + 
Kokken 

2a) 0,25 com Ser. akt. mit 0,001 ccm Immunser. 
2b) Wie lb 

3a) 0,25 ccm Ser. akt. mit 0,01 ccm Immunser. 

3b) Wie lb 

4a) 0,25 ccm Ser. akt. mit 0,0001 ccm Immunser. 
4b) 0,3 ccm Ser. akt. -f 0,2 ccm Aggressin in 56° + 
Kokken 

5a) 0,25 ccm Ser. akt. mit 0,001 ccm Immunser. 

5b) Wie 4b 

6a) 0,25 ccm Ser. akt. mit 0,01 ccm Immunser. 

6b) Wie 4b 


7900 

8 200 Z 

2320 

9100 Z 

1952 

5600 Z 

6840 

• ca. 100000 

8800 


5968 



B. Zutritt von Leukocyten ohne Immunserum. 

la) 0,25 ccm Ser. akt. + Lvten 

lb) 0,3 ccm Ser. akt. -f 0,& ccm Exsudatfl. 56° + 

Kokken 1022 fiber 30 000 

2a) 0,25 ccm Ser. akt. + Lyten 
2b) 0,3 ccm Ser. akt. -f 0,2 ccm Aggressin in 56° + 

Kokken 3620 iiber 30 000 


C. Zutritt von Leukocyten und Immunserum. 


la) 0,25 ccm Ser. akt. mit 0,0001 ccm Immunserum 
4" Lyten 

lb) 0,3 ccm Ser. akt. 4- 0,2 ccm Exsudatfl. 4- Kokken 4248 6 600 

2a) 0,25 ccm Ser. akt. mit 0,001 ccm Immunserum 

4- Lvten 2256 580 

2b) Wie*lb 

3a) 0,25 ccm Ser. akt. mit 0,0001 ccm Immunserum 
+ Lyten 

3b) 0,3 ccm Ser. akt. 4- 0,2 ccm Aggressin 4- Lyten 2280 33 000 

4a) 0,25 ccm Ser. akt. mit t>,001 ccm Immunserum 
4b) Wie 3b 1432 37 600 

5a) 0,25 ccm Ser. akt. mit 0,01 ccm Immunserum 
4- Lvten 

5b) Wie 3b 1280 4 720 

D. Immunserum zu Leukocyten und Kokken. 

la) Lyten 4- 0,15 ccm Ser. akt. 0,1 ccm Exsudatfl. 

• Kokken 

lb) 0,4 ccm Ser. akt. -f 0,0001 ccm Immunserum 4264 14 000 

2a) Lyten -f 0,15 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 

+ Kokken 

2b) 0,4 ccm Ser. akt. 4- 0,001 ccm Immunserum — 984 

3a) Lyten 4-0,15 ccm Ser. akt. 4- 0,1 ccm Aggressin 
4* Kokken. 


3b) 0,4 ccm Ser. akt. 4- 0,0001 ccm Immunserum 4560 iiber 40 000 

4a) Lyten 4- 0,15 ccm Ser. akt. 4- 0,1 ccm Aggressin 
+ Kokken 

4b) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,001 ccm Immunserum — iiber 40000 

5a) Lyten + 0,15 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggressin 
+ Kokken 

5b) 0,4 ccm Ser. akt. +0,01 ccm Immunserum — 10900 
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Die Reihe A dieser Tabelle sucht die Verh&ltnisse nach- 
zuahmen, wie sie in einem passiv immunisierten Tiere ein- 
treten miiBten, in dessen BauchhShle kein Leukocyten zutritt 
stattfindet, wobei in den Proben 4—6 die Infektion durch be- 
reits gebildetes Aggressin zu einer schwereren gemacht wird. 
Man merkt, abgesehen von der durch Zusammenballung der 
Kokken vorget&uschten Entwicklungshemmung in den ersten 
3 Rdhrchen, keine antibakterielle Wirkung. 

Die Reihe B gibt die Verhaitnisse wieder, wie sie im 
normalen Tiere bestehen, wenn in die Bauchhdhle, in der sich 
Kokken mit Oder ohne Aggressinbildung vermehrt haben, 
Leukocyten in grOBerer Zahl eintreten; man merkt nicht das 
geringste von einer Keimvernichtnng. 

In der Reihe C haben sich die Kokken in der nocli zell- 
freien Bauchhfthle mit und ohne Aggressinbildung vermehrt, 
wenn Leukocyten zustromen und gleichzeitig damit eine In- 
jektion von Immunserum gemacht wird. Schon die kleinste 
Immunserumdosis bringt unter solchen Umstfinden deutliche 
Entwicklungshemmung, die nfichst hbhere starke Abtbtung 
hervor, vorausgesetzt, daB noch kein Aggressin gebildet ist. 
1st dieses vorhanden (3—5), so bringt erst die 100-fache 
Immunserummenge ungef&hr jene Entwicklungshemmung her¬ 
vor, welche ohne Aggressin mit 0,0001 ccm Immunserum er- 
reicht wurde. 

Die Reihe D bringt einen Heilversuch, bei dem sich 
Kokken in der von Leukocyten bereits erffillten Bauchhohle 
mit oder ohne Aggressinbildung vermehrt haben, worauf erst 
die Immunseruminjektion folgt. Man bemerkt, Shnlich wie 
in der Reihe C, daB die Steigerung des Immunserums eine 
100-fache sein muB, um bei Anwesenheit von Aggressin un- 
gefahr die gleiche Entwicklungshemmung, wie ohne Aggressin 
hervorzubringen. 

Tabdle X. 

Als Aggressin dient das zentrifugierte und durch '/,-Btundiges Er- 
warmen sterilisierte Exsudat eines schwer infizierten Meerschweinchens, 
dessen Kokken gleichzeitig zur Einsnat benutzt wurden. Die Immunserum- 
verdfinnungen sind mit aktivem Meerschweinchenserum hergestellt. Die 
Anordnung ist der des vorigen Versuchs analog. 

20 * 
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A. Zutritt von Leukocyten in die Bauchhohle eines passiv immunen 
infizierten Tieres. 

la) Lyten + 0,25 ccra Ser. akt. 

lb) 0,15 ccm Serum akt. + 0,25 Exsudatfl. 56° + 0,0001 ccm 

Immunserum + Kokken 528 24 000 

2a) Wie la 

2b) 0,15 ccm Serum akt. + 0,25 Exsudatfl. 56° + 0,001 ccm 

Immunserum + Kokken 384 472 

3a) Wie la 

3b) 0,15 ccm Serum akt. + 0,25 Aggressin 56 0 + 0,0001 ccm 

Immunserum + Kokken 596 40000 

4a) Wie la 

4b) 0,15 ccm Serum akt. + 0,25 Aggressin 56 0 + 0,001 ccm 

Immunserum + Kokken 672 19 000 

5a) Wie la 

5b) 0,15 ccm Serum akt. + 0,25 Aggressin 56° + 0,01 ccm 

Immunserum + Kokken 412 866 


B. Kokkenvermehrung bei Anwesenheit von Leukocyten, Seruminjektion. 
la) Lyten + 0,25 ccm Exsudatfl iissigkeit 56° + Kokken 


lb) 0,3 ccm Serum akt. + 0,0002 ccm Immunserum 688 23000 

2a) Wie la 

2b) 0,3 ccm Serum akt. + 0,002 ccm Immunserum — 208 

3a) Wie la 

3b) 0,3 ccm Serum akt. + 0,02 ccm Immunserum — 125 

4a) Lyten + 0,25 ccm Aggressin 56 0 + Kokken 

4b) 0,3 ccm Serum akt. + 0,0002 ccm Immunserum 840 39 000 

5a) Wie 4a 

5b) 0,3 ccm Serum akt. + 0,002 ccm Immunserum — 40000 

6a) Wie 4a 

6b) 0,3 ccm Serum akt. + 0,02 ccm Immunserum 2 684 


Der Abschnitt A dieses Experimentes sucht die Verh&lt- 
nisse in der Bauchhdhle eines passiv immunisierten Tieres 
nachzuahmen: es ist bereits eine geringe Vermehrung (die 
Menge der jedem ROhrchen b anfangs zugesetzten Kokken be- 
trug 86) der Kokken eingetreten, wenn die Leukocyten zuge- 
setzt werden. Man bemerkt die sofortige Keimvernichtung 
bei 0,001 ccm Immunserum, die aber bei Gegenwart von 
Aggressin erst bei einer 10-fachen Erhdhung der Immun- 
serummenge in ungef£hr ilhnlicher Weise zu erreichen ist. 

Der Abschnitt B stellt die Nachahmung eines Heilver- 
suches dar; trotz Anwesenheit von Leukocyten ist bereits Ver¬ 
mehrung eingetreten, wenn das Immunserum injiziert wird. 
Schon 0,001 ccm Immunserum erreichen dann Abtotung, die 
aber bei Gegenwart von Aggressin selbst durch die 10-fache 
Immunserummenge nicht in gleicher Weise erzielt werden kann. 

So bestatigen auch diese Versuche die oben ausgesprochene 
Notwendigkeit, bei Heilversuchen nicht nur die Zahl der im 
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OrgaQismus bereits herangewachsenen Kokken in Betracht zu 
ziehen, sondern auch deren bereits gebildete Stoffwechselpro- 
dukte aggressiven Charakters zu berQcksichtigen. Diese 
mQssen durch das Serum erst neutralisiert werden, ehe eine 
Einwirkung auf die Kokken selbst zu erwarten ist. 

Es liegt auf der Hand, daB dadurch die Aussichten, zu 
einer Heilung der bereits ausgesprochenen Streptokokken- 
infektion zu gelangen, sehr erheblich vermindert werden; 
immerhin kdnnte diesem Umstande durch die Erzeugung sehr 
hochwertiger Seren und ihre Anwendung in groBer Menge 
einigermafien abgeholfen werden. Eine andere Frage aber, 
die nach der physiologischen Einheit Oder Vielheit der infek- 
tiSsen Streptokokkenst&mme und damit nach der Poly- Oder 
Monovalenz des Iramunserums, erscheint noch wichtiger und 
die mitzuteilenden Reagenzglasversuche stimmen rait der Mehr- 
zahl der bisher gemachten Erfahrungen darin iiberein, daB 
ein fQr einen Stamm sehr hochwertiges Serum einen zweiten 
gar nicht zu beeinflussen braucht. Die Versuche wurden im 
Reagenzglase in der Weise angestellt, daB das Aggressin 
zweier verschiedener Streptokokkenst&mme in seiner Wirkung 
auf Leukocyten mit und ohne das Aronsonsche Immun- 
serum geprtift wurde. Zun&chst wurde ein Streptokokken- 
stamm „Bei“, den wir der Freundlichkeit der Hbchster Farb- 
werke verdanken, mit dem Stamme Aronson verglichen. 
Gleichzeitig von Herrn Doz. Weil angestellte Tierversuche 
hatten ergeben, daB das Serum M&use gegen die Infektion 
mit diesem Stamme nicht zu schtttzen vermag. 

Tabelle XI. 

Ein kleines Meerechweinchen erhielt 2,5 ccm Serumbouillonkultur 
von Streptokokkenstamm „Bei“ und starb nach ca. 16 Stunden. In der 
Bauchh5hle fanden sich ca. 3 ccm Exsudates von eigentiimlicher Beschaflen- 
heit. Die Fliissigkeit war an sich relativ wenig triib, enthielt aber zahl- 
reiche Fldckchen, die ganz aus groBen Mengen dichtgedriingter Kokken 
beetanden. Dieselben hatten schmale Kapselsaume. Leukocyten waren nur 
in sehr geringer Menge vorhanden, das Herzblut des Tieres war mikro- 
skopisch steril. 

Ein anderee Meerechweinchen war intraperitoneal mit der gleichen 
Menge von Streptokokkenstamm Aronson infiziert worden, starb nach 
8 Stunden und lieferte ca. 5 ccm Exsudat von bekannter Beschaffenheit. 
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Beide Exsudate wurden griindlich zentrifugiert und durch V 2 -stundige 
Erwarnmng auf 58° sterilisiert. Zur Einsaat wurden die Kokken der 
beiden Exsudate verwendet. 


1 ) 

2 ) 

3 

4 

5) 

6 ) 

7) 

9)1 

!?i 

12) J 


A. Einsaat 11 (00 Htropt. Bei. 

0,4 com Her. akt. 4- 0,1 ccm Exsudatfl. 56° 

dgl. + „ + Lyten 

„ -h „ Aggressin Bei 56° 

yi 4~ m m m 4~ I a ten 

,, 4- „ ,. Aronson 50° 

4- „ 4- Lvten 


Wie No. 1—6, mit je 0,001 ccm Immunserum Aronson 


B. Einsaat 1032 Strcpt. Aronson. 

1) 0,4 ccm Her. akt. 4- 0,1 ccm Exsudatfl. 56° 4- 0,001 ccm 
Immunserum 

2) 0,4 ccm Her. akt. 4- 0,1 ccm Exsudatfl. 56° 4- 0,001 ccm 
Immunserum 4- Lyten 

3) 0,4 ccm Her. akt. -f 0,1 ccm Aggressin Bei 56° 4- 0,001 ccm 
Immunserum 

4) 0,4 ccm Her. akt. 4- 0,1 ccm Aggressin Bei 56° 4- 0,001 ccm 
Immunserum 4- Lyten 

5) 0,4 com Her. akt. 4- 0,1 ccm Aggressin Aronson 56° 4- 
0,001 ccm Immunserum 

0) 0,4 ccm Her. akt. -f 0,1 ccm Aggressin Aronson 56° 4- 
0,0*H ccm Immunserum 4- Lyten. 


45 000 
31 000 


►ca.40 000 


{ 50 000 
39 000 
31 000 
40000 
22 OX) 
40 000 


4 240Z 
139 


5 820Z 


79 

5 7i»Z 
27 300 


Der Versuch laBt deutlich erkennen, daB der infektifise 
Streptococcus „Bei“ sich der Wirkung der Leukocyten gegen- 
tiber genau so wie der Aron son sche verhait. Zusatz von 
Immunserum Aronson, welches die Zellen gegen diesen 
Stamm selbst sofort bakterizid macht, ist gegen Streptococcus 
„Bei tt so gut wie ganz unwirksam. Das von einem damit 
infizierten Tiere gewonnene Aggressin vermag die Wirkung 
des Immunserums gegen den Stamm Aronson in keiner 
Weise zu beeintracktigen, was ein Aronson-Aggressin in 
vollkommenster W T eise tut. Ganz entsprecheud der Tatsache, 
daB das Aronsonsche Serum im Tierversuche gegen den 
Stamm „Bei tt keine Schutzkraft entfaltet, verhalten sich die 
beiden Stamme auch in alien Modifikationen des Reagenz- 
glasversuches wie zwei vollig verschiedene, voneinander ganz 
unabhangige Mikroorganismen. 

Es lassen sich jedoch Streptokokkenstamme auffinden, 
gegen welche das Aronsonsche Serum, welches als poly- 
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valent hergestellt wird, eine mehr minder hohe Schutzwirkung 
im Tierversuche entfaltet. Zu diesen gehort ein Stamm 
„Hochst u , der im folgenden Versuche verwendet wurde und 
der auch im Reagenzglasexperimente sich dem Aronson- 
schen Streptococcus ganz analog verhalt. 


Tabelle XII. 

Ein mit einer Serumbouillonkultur des Streptococcus Hochst intra- 
peritoneal infiziertes Meerschweinchen starb nach ca. 16 Stunden und 
lieferte ca. 3 ccm dicht triiben, gelblichen Exsudates mit relativ wenigen 
Leukocyten und sehr sparlicher Phagocytose und enormen Mengen von 
Kokken, die fast nur als Einzelkokken oder Diploformen ohne Kapsel oder 
nur mit ganz schmalem Saume erschienen. Im Herzblute waren Kokken 
echon mikroskopisch zu finden. Der Sektionsbefund wies mit dem des 
Aronsonschen Coccus die groBte Aehnlichkeit auf. Im Versuche wurde 
das Exsudat eines mit dem Aronsonschen Streptococcus infizierten Tieres 
verwendet. 


A. Einsaat Strept. Hochst aus Serumbouillonkultur = 9800. 

1) 0,4 ccm Ser. aktiv + 0,1 ccm Normalexsudatfl. 56° 

2) »» a >» "f" it v Lyten 

>> yi tj 

4) 

5) 

6 ) 


Aggressin Hochst 56 0 

, „ + Lyten 


Aronson 56° 


+ j 

V + 

„ + „ V + Lyten 

7) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Normalexsudatfl. 56 0 + 0,001 ccm 
Immunserum 

8) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Normalexsudatfl. 56 0 + 0,001 com 
Immunserum + Lyten 

9) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggressin Hochst 56 0 + 0,001 ccm 
Immunserum 

10) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggress. Hochst 56° + 0,001 ccm 
Immunserum + Lyten 

11) 0,4 ccm Ser. akt + 0,1 ccm Aggress. Aronson 56 0 + 0,001 ccm 
Immunserum 

12) 0,4 ccm Ser. akt + 0,1 ccm Aggress. Aronson 56 0 + 0,001 ccm 
Immunserum Lyten 


nach 4 Ktd. 

ca. 60000 
ca. 50000 


|40 GO 000 

30000 Z 
1260 
50000 
40 000 
29 000 
11200 


B. Einsaat Strept. Aronson aus Serumbouillonkultur = 1448. 


1) 0,4 ccm Ser. aktiv + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° + 0,001 ccm 

Immunserum 4 600 

2) 0,4 ccm Ser. aktiv + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° + 0,001 ccm 

Immunserum + Lyten 592 

3) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggressin Hochst 56° + 0,001 ccm 

Immunserum 14 00<> 

4) 0.4 ccm Ser. akt + 0,1 ccm Aggress. Hochst 56° + 0,001 ccm 

Immunserum *- Lyten 20000 

5) 0.4 ccm Ser. akt + 6,1 ccm Aggressin Aronson 56 0 + 0,001 ccm 

Immunserum 5 900 Z 

6) 0,4 ccm Ser. akt + 0,1 ccm Aggress. Aronson 56 0 + 0,001 ccm 

Immunserum + Lyten 15 000 
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Man erkennt sofort, daB das Immunserum den Hdchster 
Stamm sehr stark mit Leukocyten zusammen beeinflufit, und 
ebenso, daB sich die von beiden St&mmen gewonnenen 
Aggressine vertreten kOnnen. 

Von Interesse sind Versuche mit einem unmittelbar aus 
dem Blute einer schwersten Puerperalsepsis gezQchteten 
Stamme „Ma tt . Das Blut der Patientin wies einige Stunden 
vor dem Tode ca. 1500 Kokken in 1 ccm auf. Die Infektiositfit 
des Coccus fflr Meerschweinchen war von Anfang an sehr 
gering. 

Tabelle XIII. 

Meerschweinchen 1, 200 g, erhielt eine iippig gewachsene Serumbouillon- 
kultur (2. Generation aus dem Menschen) intraperitoneal. 4 Stunden spiiter 
lieferte eine Kapillarentnahme wenige freie Kokken, zahlreiche Leukocyten 
mit sehr starker Phagocytose normal aussehender Kokken. Das Tier starb 
in der Nacht. In der Bauchhohle fanden sich etwa 5 ccm eines wenig 
triiben Exsudates, dessen Leukocyten zwar nur zum Teil, dann aber 
sehr starke Phagocytose aufweisen. Am Netze war die Phagocytose sehr 
stark ausgesprochen, freie Kokken fehlten hier ebenso wie in den Organen 
und im Herzblute, das sich auch in der Kultur als steril erwies, wahrend 
das Peritonealexsudat reichliches Wachstum lieferte. 

Meerschv einchen 2 erhielt eine Serumbouillonkultur aus Meerschwein¬ 
chen 1 intraperitoneal und starb in der gleichen Nacht. Das Peritoneal¬ 
exsudat zeigte bei maGigem Leukocytengehalte und geringer Phagocytose 
zerstreute freie Kokken, ohne Kettenbildung, ofters in Haufchen gelagert, 
die so aussehen, als ob sie aus Phagocyten ausgefallen waren. Netzpraparate 
enthielten freie Kokken in groBer Zahl; die vorhandenen Zellen waren 
schlecht erhalten, ohne merkbare Phagocytose. Das Herzblut war steril. 
Das Exsudat des Tieres wurde zentrifugiert und sterilisiert, ebenso das 
Exsudat eines mit Streptococcus Aronson geimpften und tyisch gestorbenen 
Tieres. 

Zur Verwendung kommen die erwahnten Exsudate als Aggressine. 
Die Einsaat erfolgt mit Streptokokken aus Bouillonkulturen der I. Passage. 

A. Einsaat Strept. Ma = 7400 nach 4 Std. 

1) 0,4 coin Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° 60 000 

2) dgl. + ,, „ * + Lyten 3 880 

3) „ + „ Aggressin Aronson 56° 80000 

4) „ + „ „ *j + Lyten 1288 

5) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° + 0,001 ccm Ira¬ 
ni un serum 60000 

6) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° + 0,001 ccm Immun- 

serum -f Lyten 3 440 

7) 0,4 ccm Ser. akt. -f 0,1 ccm Aggressin Aronson 56° + 0,001 ccm 

Immunserum 600(0 

8) 0.4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggressin Aronson 56° + 0,001 ccm 

Immunserum + Lyten 1 128 
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B. Einsaat Strept. Aronson = 9200. nach 4 Std. 

1) 0,4 ecm Ser. akt. + 0,1 ccra Exsudatfl. 56° 12 000 

2) dgl. + „ „ + Lyten 50000 

3) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° + 0,001 ccm Im- 

munsenim 12 000 Z 

4) 0,4 ccra Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° + 0,001 ccm Immun- 

serum -f Lyten 032 

5) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggressin Aronson 56° + 0.001 ccra 

Immunserum 10 000 

6) 0,4 ccra Ser. akt. -f 0,1 ccm Aggress. Aronson 56° + 0,001 ccm 

Immunserum + Lyten 14 200 

Man bemerkt, daB das fur den eigenen Stamm sehr wirk- 
same Aggressin Aronson die Leukocytenwirkung gegen den 

Stamm „Ma u gar nicht beeintrachtigt hat. Das Immunserum 
hat auf die Leukocytenbakterizidie selbst bei Streptococcus 
„Ma tt keinerlei EinfluB. 

Die Einpfindlichkeit des fur Meerschweinchen nicht in- 
fektionstuchtigen Streptococcus gegen die Leukocytenwirkung 
stimmt mit der alten Erfahrung uberein, daB solche Kokken 
auch der Phagocytose ohne Zusatz von Immunserum unterliegen. 


Tabelle XIV. 

Ein mit einer Serumbouillonkultur der III. Passage von Strept. „Ma.“ 
geimpftes kleines Meerschweinchen wurde nach 10 Stunden in Agone getotet 
und enthielt ca. 7 ccm triibes, miifiig leukocytenreiches Exsudat, Kokken 
waren zahlreich, wenn auch noeh iramer ohne Vergleich zu den Kokken- 
massen, die sich nach einer Impfung mit deni Aronsonschen Strepto¬ 
coccus entwickeln. Phagocytose war nicht selten, Netzpraparate zeigten 
grofie Mengen freier Kokken. Das Herzblut war steril. Das Exsudat wurde 
gleichzeitig mit dem eines anderen mit Strept. Aronson infizierten Meer- 
schweinchens zentrifugiert und bei 56° sterilisiert. Die aus denselben ge- 
wonnenen Kokken dienten zur Einsaat. 


A. Einsaat Strept. Ma = 1424. 

1) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° 

2) dgL + „ „ + Lyten 

3) „ + „ Aggressin Ma 56° 

4) „ + ,, „ „ + Lyten 

5) ,, + „ Aggressin Aronson 56° 

6) „ + „ . ,. „ + Lyten 

7) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° + 0,001 ccra 
Immunserum 

8) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° 4- 0,001 ccm Im¬ 
munserum + Lyten 

9) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggressin Ma 56° + 0,001 ccra 
Immunserum 

10) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggressin Ma 56° + 0,(X)1 ccra 
Immunserum + Lyten 

11) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggress. Aronson 56° + 0,001 ccm 
Immunserum 

12) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggress. Aronson 56 0 + 0,001 ccm 
Immunserum + Lyten 


28000 

12 

31000 

57 

ca. 40 000 
9 

19 000 
10 

20000 
204 
30 000 
42 
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B. Einsaat Strept. Aronson = 820. ♦ 

1) 0.4 ccra Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56°+ 0,001 ccm 

Immunserum 5 800 Z 

2) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Exsudatfl. 56° + 0,001 ccm 1m- 

munserum + Lyten 41 

3) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggressin Ma 56° + 0,001 ccm 

Immunserum 6200 

4) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggressin Ma 56° + 0,001 ccm 

Immunserum + Lvten 44 

5) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggress. Aronson 56 0 + 0,001 ccm 

Immnnserum 16000 

6) 0,4 ccm Ser. akt. + 0,1 ccm Aggress. Aronson 56 0 + 0,001 ccm 

Immunserum + Lyten 16 000 


Wie im vorigen Versuche, so war auch das Aronson - 
sche Aggressin ganz ohne Einflufi auf die Abtdtung des 
Strept. „Ma u durch die normalen Leukocyten des Meer- 
schweinchens. Dieser Streptoccus selbst lieferte bei seinem 
allerdings sehr beschr&nkten Wachstum im Tiere keine 
Fliissigkeiten von aggressivem Charakter, weder filr einen 
anderen Stamm, noch fur sich selbst. Das kann freilich mit 
der relativ geringen Vermehrung in der Meerschweinchen- 
bauchhbhle erklart werden. 

Zusammenfassung. 

Die wahrend einer Streptokokkeninfektion im Tierkorper 
gebildeten Exsudate tragen aggressiven Charakter und zeichnen 
sich durch ihr antagonistisches Vermbgen gegen ein hoch- 
wertiges Immunserum aus. Dabei ist die Beeinflussung des 
Immunserums durch das Aggressin eine direkte. 

Die von einetn infektiosen Stamme gebildeten Aggressine 
konnen auch die Wirkung des Immunserums gegen einen 
anderen Stamm aufheben, wenn dieses auch im Tierversuche 
gegen ihn wirksam ist. Trifft dies nicht zu, so haben auch 
die Aggressine beider Stamme keine Beziehung zueinander. 

Ein fur Meerschweinchen nicht oder nur wenig infektiSser 
Stamm unterschied sich von den infektiosen dadurch, dad 
er schon durch normale Leukocyten allein in hohem Grade 
abgetotet wurde; er lieferte kein Aggressin im Tierkorper. 


Froramannsehe Buchdruckerei (Hermann Pohle) in Jena. — 4092 
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[Au 8 der bakteriolog. Abteilung der chem. Fabrik anf Aktien 
(vorm. E. Schering), Berlin.] 

Zur Toxinbildung des Mllzbrandbaclllus. 

Von Dr. A. Marxer. 

(Eingegangen bei der Bedaktion am 26. Februar 1912.) 

Der Milzbrand gehort zu den Krankheiten, dessen Sym- 
ptome vielfach Anzeichen fflr eine Giftbildung seines Erregers 
geben. So ist denn auch frflhzeitig von zahlreichen Forschern 
versucht worden, das Toxin des Milzbrandbacillus zu finden. 
Man suchte zunftchst die Gifte im Tierkdrper, dann in den 
N&hrsubstraten und im Bacillenleib selbst. 

Schon der Begriinder der zielbewufiten aktiven Immuniaierung, 
Pasteur (1), filtrierte Blut von Milzbrandtieren und Milzbrandkulturen 
durch Tonkerzen und injizierte diese Tieren, ohne je Giftwirkung zu 
bemerken. Ebenso fruchtlos waren die Versuche von Tatarski (2). In 
der gleichen Bichtung bewegen sich die Untersuchungen von Martin (3). 
Es gelang ihm, aus dem Blut, bdematosem Gewebe und Organen eine 
Albumose und ein Alkaloid zu gewinnen, die in grofien Dosen bei sub- 
kutaner Injektion ein lokales Oedem, Temperatursteigerung und zuweilen 
Milzschwellung hervorriefen. Der alkaloidartige Kbrper, der ein Abkomm- 
ling der Albumose sein soli, war ca. 3mal so giftig und totete Mause in 
Men gen von 0,1—0,15 g. In geringerer Menge fand er diesel ben Kdrper 
auch in Eulturfiltraten. Balp und Carbone (4) isolierten aus dem 
odematbsen Gewebe und der Leber eines Gerbers einen Eiweifikbrper, der 
ebenso giftig war, wie das Alkaloid Martins. Landi (5) fand ebenfalls 
im Blute und in den Organen von Milzbrandtieren einen Eiweifikbrper, 
den er Mausen, Meerschweinchen und Kaninchen injizierte. Die Halfte 
der behandelten Tiere ging erst nach langerer Zeit zugrunde, die anderen 
Here blieben am Leben. 

Brieger und Frankel (6) gewannen Toxalbumine aus Milzbrand- 
organen. Con rad i (7) nahm diese Verauche wieder auf grofierer Basis 
auf, konnte aber weder mit filtriertem Exsudat noch mit Organfiltrat von 
an Milzbrand gefallenen Tieren eine Giftwirkung beobachten. In neuerer 
Zeit ha ben dann Levy und Beckmann (8) versucht, im Serum das Gift 
nachzuweisen, indem sie Tieren das gesamte Serum von anderen schwer- 
kranken Tieren injizierten. Die Bacillen hatten sie durch Zentrifugieren 
entfemt. Das Serum der kranken Tiere hatte aber keine andere Wirkung 
ZeiUchr. f. ImmimltMtsfonchQDf. Orig. Bd. XIII. 21 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



310 


A. Marxer, 


Digitized by 


ala normales Serum derselben Tierart. Auch konnten sie d&mit keine 
Immunitiit erzielen. 

Nach unseren jetzigen Kenntnissen von den Toxinen ist 
es auch leicht verstSndlich, warum in den Organon, dem Blut 
und den Gewebssaften kein Gift gefunden wurde. Es hatte 
schon in sehr groBer Menge oder in sehr grofier Starke vor- 
handen sein mtissen, um auf dem Wege der Giftwirkung auf 
Versuchstiere gefunden zu werden. 

Geringe Erfolge muflten auch die Versuche mittels Kollodium- und 
Schilfsackchen [Sanarelli (9), Conradi] versprechen, da diese Methoden 
ja nur imstande waren, ein diffiisibles Gift aufzufinden. 

Mehr Aussicht auf ein Gelingen hatten zweifellos die 
Untersuchungen, aus den Kulturen und den Bacillen selbst 
das Toxin zu gewinnen. Wenn die vorgenannten Autoren 
wohl auch zum Teil schon solche Versuche mit herangezogen 
hatten, so trachteten doch noch eine gr5Bere Anzahl Forscher, 
diese Untersuchungen zur Hauptaufgabe zu machen. 

Das Filtrat, das W. Koch (10) aus Kulturen auf neutralisierter 
HuhnerbouiUon gewann, rief, Kaninchen und Schafen intravenos injiziert, 
in groBeren Mengen starkste Dyspnoe hervor, welche mindestens 1 Stunde 
lang anhielt und eine Temperatursteigerung von 1—2° bedingte. 5 ccm 
Kulturfiltrat wurden von Nencki (11) bei subkutaner Applikation beim 
Kaninchen wirkungslos gefunden. Hof fa (12) ziichtete Milzbrandbacillen 
auf Fleischbrei und extrahierte aus dieser Kultur emen alkaloidartigen 
Korper, das „Anthracin“. Dasselbe war in Mengen von 0,01—0,02 g binnen 
einer halben Stunde fiir verschiedene Laboratoriumstiere todlich. Durch 
Ammonsulfatfiillung aus Kulturen auf Fleischextrakt gelangte Han kin (13) 
zu einer Albumose, die nur virulente Kulturen geben sollen, welche 
aggressive Wirkung und infolgedessen auch immunisierende Wirkung be- 
sitzen. Popoff (14) sterilisierte 3 Tage hintereinander l /* Stunde lang 
Kreatininmilzbrandkulturen, die er angesauert hatte, und dickte das 
Filtrat im Wasserbade ein. 1 ccm davon rief beim Kaninchen subkutan 
keine Vergiftungserscheinungen hervor. Infektionsbegiinstigende Eigen- 
schaften seines Kulturfiltrats will Malzew (15) gesehen haben, toxische 
Wirkung bei subkutaner Injektion bei Kaninchen fand er nicht. Peter¬ 
man n (16) priifte diese Befunde nach, ohne sie jedoch bestatigen zu 
konnen, angeblich, weil er bei zu hohen Temperaturen geziichtet hat. 
Nach einem loslichen Gift unter Auf^’endung zahlreicher Methoden suchte 
noch Marmier (17), der seine Kulturen auf Pepton-Glyzerinbouillon an- 
legte und bei 20° wachsen liefi. Durch Fallen mit Ammonsulfat und 
nachherige Dialyse oder durch Extraktion mit Glyzerin und Fallen mit 
Alkohol erhielt er eine Substanz, die haufig schon bei 0,008 g pro kg Tier 
giftig war. Es trat Temperatursteigerung ein, Diarrhoe, Abmagerung, 
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Krarapfe, Erstickung, also milzbrandahnliche Symptome. Das Toxin ist 
hitzebestandig. Auch war damit Immunitat zu erzielen. 

Auch das eventuelle Vorhandensein ernes intracellulfiren 
Giftes ist von vielen Forschern zum Gegen stand umfangreicher 
Untersuchungen gemacht worden. 

Nencki erhielt aus Reinkulturen, sowohl aus den Bacillen wie aus 
den Sporen, eine Albumose, die mit Pflanzenkase'men und tierischen 
Schleimstoffen eine Aehnliclikeit hatte. Klemperer (18) fand in aus- 
gekochten Milzbrandkulturen ein Protein, welches bei Tieren Fieber er- 
zeugte. Heim und Geiger (19) zuchteten Milzbrandbakterien in Huhner- 
eiern und gewannen daraus eine fur Mause todliche Substanz. Klein (20) 
kommt zu der Ansicht, es existiere kein endocellulares Gift beim Milzbrand- 
bacillus, da Meerschweinchen */ 3 Agarkulturen, die durch 5-minutigen Auf- 
enthalt in kochendem Wasser abgetotet waren, ohne jeden Schaden ver- 
tragen. Durch die Entdeckung Buchners war dann ein neuer hoffnungs- 
voller Weg gezeigt. Hahn (21), welcher Milzbrandkulturen ausprefite und 
das Chamberland-Filtrat Meerschweinchen injizierte, war trotzdem nicht 
gliicklicher als seine Vorganger. Conradi, der auch auf verschiedene 
Arten an diese spezielle Frage herantrat, leugnet das Vorhandensein eines 
Zellgiftes der Milzbrandbakterien. Die Mengen asporogenen Milzbrandes, 
die Levy und Pfersdorff (22) benotigten, um Mause zu to ten, sprechen 
auch nicht gerade fiir ein starkes Gift in den Bacillen selbst, obwohl 
diese Forscher es vermieden haben, -Hitze zur Abtbtung anzuwenden. 
Vaughan (23) fand die toten Bacillenleiber tind ein Extrakt daraus mit 
1-proz. Schwefelsaure fur Meerschweinchen und Ratten giftig. 

Aus den Versuchsergebnissen der bisherigen Unter¬ 
suchungen geht soviel hervor, daft es trotz der mannig- 
fachsten Methoden nicht gelungen ist, beim Milzbrandbacillus 
entweder ein ldsliches Oder ein an den Zellen selbst haftendes 
Toxin einwandfrei nachzuweisen. Daffir sprechen weniger die 
Resultate, die eine gewisse Giftwirkung ergaben, als vielmehr 
diejenigen, welche ein ImmunisierungsvermOgen der nicht 
Oder kaum Giftwirkungen entfaltenden Kulturfiltrate, deren 
FSllungsprodukte [Wooldridge (24), Arloing (25), Han- 
kin u. a.] oder der Gewebss&fte [Bail (26)] erhalten haben. 
Man kdnnte dann eben annehmen, dafi die Gifte rasch ab- 
geschwficht werden und als Toxoide eine gute Immunitfit 
hervorrufen. Zudem gibt es Fftlle von Milzbrand, die nur 
als Intoxikation erklart werden k5nnen, weil man bei ihnen 
nur mit der grOBten Sorgfalt und dann auch, wie bei den 
echten Toxikosen, nur an der Infektionspforte den Erreger 
nachweisen kann. Es war also Grund genug vorhanden, 
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nochmals an die Frage der Giftbildung des Milzbrandbacillus 
heranzutreten trotz der widersprechenden Resultate, welche 
in fiberaus zahlreichen Versuchen erhalten worden waren. 
Am meisten Aussicht auf Erfolg mufiten noch die Kulturen 
geben, da bei der Extraktion von Gewebss&ften nnd Organen 
soviel Nebenprodukte entstehen, wie wir jetzt wissen, daB sie 
das Bild einer Giftwirkung aus den Bacillen trfiben mflssen. 

Zu diesen Untersucbungen stellte ich mir zun&chst einen 
asporogenen virulenten Stamm her. W&hrend dies bei einigen 
Stammen Schwierigkeiten bot, gelang es bei einem hoch- 
virulenten ziemlich schnell, ihn seiner Sporenbildung zu be- 
rauben und ihm doch die Virulenz zu erhalten. Ich versuchte 
nun durch ein Oberflachenwachstum auf Bouillon mSglichst 
groBe Bacillenmengen zu bekommen, weil ich annahm, auf 
diese Weise am besten die natQrliche Infektion nachzuahmen, 
um so die Toxinbildung nachweisen zu kdnnen. Die meisten 
Milzbrandinfektionen verlaufen doch so, daB zunachst ein 
Temperaturanstieg eintritt, der bis zu 41° und darhber geht, 
dann findet man massenhaft Bacillen im Blut und samtlichen 
Organen, kurz vor dem Tode sinkt dann allmahlich die Tern- 
peratur bis zu 32 0 und wahrscheinlich noch darunter. Danach 
kommt es also erst zur Ueberschwemmung des KOrpers mit 
Bacillen, wenn das Fieber vorhanden ist; hat sich dann 
Massenentwicklung der Bacillen eingestellt, dann sinkt die 
Temperatur plotzlich und das Tier, das eben noch munter 
erschien, geht unter suffokatorischen Erscheinungen ein. Erst 
die Massenentwicklung scheint also gentigend Gifte gebracht 
zu haben. Diesen Vorgang wollte ich durch die Massen- 
kulturen in Bouillon nachmachen. Die Oberfl&chen wurden 
auf verschiedenen Sorten Bouillon zur Entwicklung gebracht 
und verschieden lange stehen gelassen. 

Wenn ich zuweilen auch schon nach kurzer Zeit, etwa 
2 Tagen, bei besonders gut gewachsenen Rbhrchen eine ziem- 
liche Giftentwicklung fand, so war die Giftigkeit des Bouillon- 
filtrats doch meist besser nach l&ngerem Wachstum. Ein 
Beispiel fiir ein gutes Gift ist der Verlauf der Injektion bei 
Kaninchen 16. Die Kultur war 28 Tage alt, als sie ver- 
wendet wurde. 

Die Rohrchen waren 20 Minuten auf 65° erhitzt worden und durch 
Papierfilter gegossen. Mikroskopisch waren Bacillen nicht nachweisbar. 
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Das KanLnchen wog 700 g und erhielt 2,0 g intravenos. Nach der In- 
jektion beobachtete man zunachst nur schnellere Atmung. Das Tier saS 
gestriiubt. Es bekam Diarrhoe. Die Temperatur sank 1 Stunde spater um 
1,5°, 5 Stun den nachher unter 32°, wobei es dann unter Krampfen starb. 

Weniger gute Gifte lieferten eine Reihe anderer Kulturen, 
deren Toxizitfit aus folgender Tabelle I ersichtlich ist. 

Tabelle I. 


Kan. 

No. 

1 Ge- 
wicht 

- 

Behandlung 

Sterilisiert durch 

Tod 

nach 

Tagen 

21 

720 

17. XII. 07 

6,0 Bouillonfiltrat 1-tag. Kultur 

iv. 

Toluol 

17 

3 

1200 

6. XI. 07 

7,0 

ft 

2 „ 

ft 

yy 

20' auf 65° erhitzt 

9 

18 

800 

12. XII. 07 

5,0 

If 

2 „ 

ft 

fy 

20' „ 65° „ 

11 

13 

970 

22. XI. 07 

10,0 

If 

3 „ 

ty 

yy 

10' „ 65» „ 




4. XII. 07 

15,0 

If 

11 ,, 

yy 

yy 

30* „ 65° „ 

9 

4 

1800 

8. XI. 07 

10,0 

ft 

4 „ 

yy 


20' „ 65® „ 




4. XII. 07 

15,0 

fl 

11 

yy 

fy 

30- „ 65® „ 

16 

5 

1100 

8. XI. 07 

2,0 

ff 

4 „ 

yy 

>» 

20' „ 65® „ 

15 

6 

1600 

8. XI. 07 

10,0 

ff 

4 „ 

yy 

yy 

Chamberland 

10 

7 

1400 

8. XI. 07 

4,0 

ff 

4 ,1 

yy 

yy 


46 

8 

1750 

8. XI. 07 

10,0 

If 

4 „ 


yy 

10' a. 98—100® erh. 

27 

9 

1340 

8. XI. 07 

2,0 

ff 

4 „ 

yy 

yf 

dgl. 

42 

22 

720 

17. XII. 07 

6,0 

yf 

5 „ 

yf 

y y 

Toluol 

7 

23 

680 

17. XII. 07 

6,0 

ff 

5 „ 


yy 

10' auf 70® erhitzt 

6 

19 

860, 

16. XII. 07 

5,0 


6 „ 



Toluol 

9 

20 

870 

16. XII. 07 

2,0 

yf 

6 „ 




4 

1 

1090 126. X. 07 

10,0 

yy 

8 „ 


„ 20' auf 65° erhitzt 

4 

2 

1000, 

26. X. 07 

5,0 

yf 

8 „ 


,, 20* „ 65° „ 




4. XII. 07 

10,0 

yf 

11 „ 


** 

30' „ 65® „ 

16 

10 

1120 1 

12. XI. 07 

20,0 

yf 

8 „ 


„ 20' „ 65° „ 

3 

11 

1120, 

12. XI. 07 

5,0 

yy 

8 „ 

yy 


20' ., 65" „ 




4. XII. 07 

10,0 

ff 

11 „ 

yy 

„ 30' „ 65“ ,. 

2 

24 

1020 

27. XII. 07 

10,0 

fy 

9 „ 

yy 


10' „ 70® „ 

2 

25 

1020: 

27. XII. 07 

10,0 

fy 

9 ., 

yy 

1 

Toluol 

3 

26 

1020 i 

27. XII. 07 

10,0 

1* 

9 

yy 

„ Chamberland 

7 

27 

1100 

27. XII. 07 

12,0 

V 

9 „ 

yy 

sbk. Toluol 

18 

28 

1100 

27. XII. 07 

16,0 

ft 

9 „ 

yy 

ip. 

Chamberland 

9 

14 

1050 

3. XII. 07 

10,0 

ff 

10 „ 


iv. 

SO' auf 65° erhitzt 

17 

15 

870 

4. XII. 07 

9,0 

yf 

11 „ 



dgl. 

11 

30 

760 

31. XII. 07 

7,0 

fy 

15 „ 

yy 

„ Toluol 

27 

31 

940 

3. 1.08 

5,0 

ff 

16 „ 

yy 


yy 

32 

32 

900 

3. 1.08 

10,0 

ff 

16 „ 

*y 


60' auf 70° erhitzt 

16 

33 

760 

6. 1.08 

6,0 

yy 

17 „ 

yy 

„ Toluol 

2 

16 

700| 

10. XII. 07 

2,0 

M 

28 „ 

yy 

„ 20 7 auf 65° erhitzt 

5 Std. 


iv. = intravenos, ip. = intraperitoneal, sbk. = subkutan. 


Die Tiere, welche erst nach lSngerer Zeit eingingen, waren 
abgemagert und zeigten meist Nephritis und Nebennieren- 
rotung, Verdichtungsherde in der Lunge und Entziindungs- 
herde im Darm. Die Kaninchen, welche die Injektionsmenge 
subkutan erhalten hatten, bekamen Oedem und hSufig Ne- 
krosen, blieben aber nicht selten am Leben. 
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Trotzdem ich die verschiedensten Nfihrmedien benutzte, 
die teils aus Rind-, Pferde-, Schweine- und Hundefleisch unter 
Variierung der Reaktion des N&hrbodens, teils mit und ohne 
Serum und Blutzusatz hergestellt waren, konnte ich doch 
nicht eruieren, unter welchen Bedingungen das beste Gift 
gebildet wurde. 

AuBer einfachen Bouillonfiltraten verwandte ich auch eine 
Fallungsmethode, die bei anderen echten Toxinen gute Re- 
sultate ergibt. Durcb Sfittigen der filtrierten Bouillonkulturen 
mit Ammousulfat erhielt ich h&ufig ein starkes Gift. Das 
Ammonsulfat war durch Dialyse entfernt worden, den 
Niederschlag lOste ich meist in einer Portion fibriggelassener 
Bouillon auf. Folgende Versuche mOgen ein Beispiel geben. 

Kaninchen 41 erhielt am 17.1. 08 in 20 ccm das ausgefallte Gift aus 
100 ccm Bouillonfiltrat intravenos. Das Gewicht des Tieres betrug 650 g. 
Das Tier ist zunachst aufier Dyspnoe ganz normal, bekommt nach etwa 
*/t Stunde Diarrhoe und geht nach 2 Stunden unter Temperatursenkung 
und plotzlichen Bchreikrampfen zugrunde. Autopsie: Organe sehr blut- 
reich. Darm gerdtet, Milzschwellung. Kaninchen 42 und 43 hatten 2,0 und 
5,0 derselben Losung intravenos erhalten imd starben unter denselben Sym- 
ptomen in 3 und 4 Stunden. 

Es war also schon in 10 ccm Filtrat genug Toxin vor- 
handen, um Kaninchen von 500—600 g akut zu tdten. Auch 
am folgenden Tage konnte mit 0,5 ccm, also aus 2,5 ccm 
Bouillon, der Tod in derselben Weise bei Kaninchen 48, 
welches 540 g wog, verursacht werden. Die Kultur war 9 Tage 
alt gewesen. W&hrend z. B. Diphtheriegift durch 8 /*-stflndiges 
Erhitzen auf 70° erheblich abgeschw&cht wird, ist dies beim 
Milzbrandgift nicht der Fall. Kaninchen 47 bekam 2,0 (= 
10,0 Bouillon) intravenos; das Gift war w&hrend */ 4 Stunden 
auf 70° im Wasserbade gehalten worden und trotzdem hatte 
es seine giftigen Eigenschaften voll behalten. Das Dialysat, 
welches die anderen Tiere erhalten hatten, war aus Bouillon- 
failung gewonnen, die vorher durch Papier filtriert und durch 
Toluol sterilisiert war. Ein anderes gutes Gift lieferte eine 
viertagige Kultur, die ebenfalls durch Papier filtriert und durch 
Toluol sterilisiert war. 10 ccm davon tOteten Kaninchen von 
600—700 g in mehreren Stunden, die doppelte Menge sofort 
In folgender Tabelle mogen noch einige gute Gifte angefilhrt 
werden. 
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Tabelle II. 


Kan. 

No. 

Ge- 

wicht 

g 

Behandlung 

Sterilisiert durch 

Tod 

nach 

41 

650 

17. I. 20,0 dialys. Ammonsuifatfallung 
9-tag. Kultur* iv. 

i Zentrifugieren 

2 St. 

42 

550 

17. I. 2,0 wie 41 


4 „ 

43 

560 

17. I. 5,0 „ 41 


3 „ 

46 

620 

18. I. 2,0 „ 41 


2 Tag. 

47 

580 

18. I. 2,0 „ 41 

8 / 4 h a. 70° erhitzt 

7 St. 

48 

540 

18. I. 0,5 „ 41 

Zentrifugieren 

6 „ 

49 

520 

20. I. 0,3 g der getrock. Fallung = 20,0 
Zentnfugat vrie 41 

»» 

12 „ 

55 

700 

12. II. 10,0 Bouillonfiltr. 34-tag.Kult. iv. 

Toluol 

7 ,, 

55a 

560 

12. II. 20,0 wie 55 

yy 

2 M. 

65 

740 

2. IV. 9,0 Bouillon filtrat 22-tag. Kult. iv. 

yy 

3 St. 

66 

1080 

6. IV. 40,0 wie 65 sbk. (Temperatur- 
sturz tritt nicht ein) 

yy 

3Tag. 

67 

1120 

6. IV. 40,0 wie 65 ip. (nach 6 Stdn. 
Temperatursturz) 

T) 

4 „ 

80 

620 

1. V. 1,0 Ammonsuifatfallung = 6,0 13- 
tag. Kultur Bouillonfiltrat iv. 


6 St. 

S2 

570 

8. V. 5,0 Bouillonfiltrat 24-tiig. Kult. iv. ! 


1 „ 

83 

580 

8. V. 1,0 wie 82 

yy 

3 „ 

105 

670 

3. XI. 10,0 unfiltrierte Bouillon 6-tag. 
Kultur iv. 

Zentrifugieren 

7 „ 

107 

560 

11. IX. 10,0 Bouillonfiltr. 17-tag. Kult. iv. 

Toluol 

7 „ 


iv. = intravenbs, ip. = intraperitoueal, sbk. = subkutan. 


Durch Erhitzen auf 98—100° wird das Gift doch so ab- 
geschw&cht, daB es erst chronisch krank macht uod dann zum 
Tode ftlhrt (Kaninchen 60, 64). 

Auch aus Kulturen von sporenbildenden Milzbrandbacillen 
vom Rind, Pferd und Schwein lassen sich im Filtrat Gifte nach- 
weisen, welche Fieber erzeugen, was ja auch vielfach in der 
Literatur beschrieben ist. 20 ccm Subtilisfiltrat, die Kultur 
war auf derselben Bouillon gezflchtet, machten nicht die ge- 
ringste Temperaturstbrung. Es sind also nur quantitative 
Unterschiede zwischen den Bouillonfiltraten von asporogenen 
und sporogenen Milzbrandkulturen vorhanden. 

Ich ging nun daran, die anderen Eigenschaften des ge- 
fundenen ldslichen und ffillbaren Giftes zu untersuchen. War 
dieses Gift spezifisch, so mufite es in irgendeiner Weise auf 
die Infektion mit dem Milzbrandbacillus einwirken, indem es 
entweder den damit behandelten Tieren Schutz verlieh oder 
auch die Infektion begtlnstigte. Eine Immunit&t konnte ich 
im Gegensatz zu Arloing fast nie erreichen, obwohl ich es 
auch einige Male vermieden habe, die Kulturen zu erhitzen 
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oder zu filtrieren, wobei Sch&digungen hatten vorkoramen 
konnen. 

Tabelle III. 


Kan. 

No. 

Ge- 

wicht 

g 

Behandlung 

Infektion 

Resultat 

150 

1060 

13. VII. 10,0 BouillonkulturmitBac. 

17. VIII. V l()0<K) Oese 

19. VIII. tot 



32-tag. auf 70° erhitzt iv. 

1-tag. Kult. sbk. 


151 

1120 

17. VII. 5,0 wie 150 

dgl. 

20. VIII. tot 



28. Vn. 10,0 dgl. 



152 

850 

17. VII. wie 151 

99 

19. VIII. tot 

153 

1180 

17. VII. .. „ 

99 

20. VIII. tot 

154 

980 

17. VII. „ „ 

9 i 

dgl. 



28. VII. 10,0 dgl. 



155 

870 

17. VII. wie 151 





28. VII. 10,0 dgl. 



156 

1020 

17. VII. wie 151 





28. VII. 10,0 dgl. 



157 

1020 

17. VII. wie 151 


19. VIII. tot 



28. VII. 10,0 dgl. 



158 

1140 

17. VII. wie 151 

99 

20. VIII. tot 



28. VII. 10.0 dgl. 



159 

1150 

17. VII. wie 151 


dgl. 



28. VII. 8,0 dgl. 



160 

1350 

17. VII. wie 151 


lebt 



28. VII. 10,0 dgl. 



161 

1250 

17. VII. wie 151 


20. VIII. tot 



28. VII. 6,0 dgl. 



162 

1260 

17. VII. wie 151 


dgl. 



28. VII. 10,0 dgl. 



163 

! 1150 

1 

99 

19. VIII. tot 

164 

11350 

Kontrollen 


dgl. 

165 

1220 

1 

99 

99 

177 

1300 

10. IX. 8,0 Bouillonfiltrat 13 - tag. 

8. XII. Vioooo 0ese 

11. XII. tot 



Kultur 1 Std. auf 60° erhitzt 

1-tiig. Kult. sbk. 




20. X. 15,0 dgl. 



178 

1300 

15. XI. 15,0 Bouillonfiltrat 18-tag. 

dgl. 

dgl. 



Kultur l Std. auf 60° erhitzt iv. 





20. X. 15,0 dgl. 



180 

1370 

20. X. 20.0 wie 177 sbk. 

99 

Jf 



30. X. 30,0 dgl. 



181 

1300 

20. X. 10,0 wie 177 sbk. 

99 

10. XII. tot 



30. X. 15,0 dgl. 



182 

1350 

20. X. 5,0 wie 177 sbk. 

91 

dgl. 



21. X. 10,0 dgl. 





22. X. 15.0 dgl. 



183 

1400 

'20. X. 5.0 wie 177 sbk. 

99 

lebt 



21.X. 10i0 dgl. 





'22. X. 20,0 dgl. 



184 

1350 

20.X. 1 





21. X. wie 183 

99 

10. XII. tot 



22.X. | 



185 

1500 

20. X. 20,0 wie 178 sbk. 

99 

11. XII. tot 



30. X. 30,0 dgl. 



186 

1250 

20. X. 10,0 wie 178 sbk. 

99 

dgl. 



|30. X. 20,0 dgl. 
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Kan. 

No. 

, Ge- 
wicht 

^ ? 

Behandlung 

Infektion 

Besultat 

187 

1370 

20. X. 5,0 wie 178 sbk. 

21. X. 10,0 dgl. 

22. X. 15,0 ,, 

8. XII. Vjo^o Oese 
1-tag. Eult. sbk. 

18. XII. tot 

188 

1450 : 

20. X. 5,0 wie 178 sbk. 

21. X. 10,0 dgl. 

22. X 20,0 ,. 

dgl. 

16. XII. tot 

190 

193 

1350 

1590 

| KontroUen 


11. XII. tot 
dgl. 

201 

1050 

10. VII. 2,0 Gift VII iv.: 11. VII. 

15. VII. ‘/wo Oese 
1-tag. Kiut. sbk. 

17. VII. tot 



3,0 dgl.; 13. VII. 4,0 dgl.; 14. VII. 
6,0 dgl. 


202 

1080 

10. VII. 2,0 Gift VII iv.: 11. VII. 

dgl. 

dgl. 



3,0 dgl.; 13. VII. 5,0 dgl.; 14. VII. 
6,0 dgl. 



203 

990 

wie 201 



204 

930 

10. VII. 1,0 Gift VII iv.; 11. VII. 


V 

205 

1050 

2,0 dgl.; 13. VII. 3,0 dgl.; 14. VII. 
4,0 del. 

l _ 10. VII. 1,0 N-Bouillon iv.; 11. 
S VII. 3,0 dgl.; 13. VIL 4,0 dgl.; 
Ig 14.VII. 6,0 dgl. 

(110. VII. 2,0 wie 205; 11. VII. 3,0 

ff 

16. XII. tot 

206 

1000 

V 

dgl. 

§ dgl.; 13. VII. 4,0 dgl.; 14. VII. 
w 6,0 dgl. 

94 

1070 

10. VI. 2,0 Gift VI iv. 


18. VII. tot 

95 

1050 

10. VI. 5,0 Gift VII iv. 

jy 

17. VII. tot 

96 

i 670] 

11. VI. 6,0 Gift VI iv. 

>> 

dgl. 


iv. = intravenSs, sbk. = subkutan; Gift VII = Bouillonfiltrat 37-tiig. 
Kultur, Gift VI = Bouillonfiltrat 24-tag. Kultur. 


Eine die Iofektion begflnstigende Wirkung konnte ich des- 
halb nicht ausfflhren, weil selbst Vioooo Oese meiner Kulturen 
genflgten, die Kaninchen innerhalb 24—48 Stunden zu toten. 

Nach dem Ausfall dieser Versuche war es nicht wahr- 
scheinlich, daC Serum von Hnnden und Ziegen, die mit 
steigenden Mengen von dem in den Kulturen gefundenen 
Gifte geimpft worden waren, irgendwelchen Schutz gegen eine 
Bacilleninfektion verleihen wiirden. 

Von mehreren Ziegen konnte ich nur eine l&ngere Zeit 
behandeln, und zwar hatte ich hier mit subkutanen Injektionen 
begonnen und bin dann erst zu intravenbsen tlbergegangen. 
Das Tier hatte bis zu 200 ccm Bouillongift intravenbs vertragen. 
Es war so hoch immunisiert, daB es 200 ccm eines Giftes 
vertrug, von dem 1,0 ccm gentigte, ein Kaninchen von 600 g 
in 3 Stunden zu tdtep, ohne darauf auch nur mit Fieber zu 
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reagieren. Trotzdem ging diese Ziege dann auch bei intra- 
venbser Einspritzung von weiteren 200 ccm eines Giftes, das 
auch nicht viel starker war als die vorher angewandten, unter 
Temperatursturz innerhalb weniger Stunden zugrunde. Sie 
hatte also keine echte Imraunitfit bekommen, nur eine hohere 
Resistenz. Dementsprechend fielen auch die mit ihrem Serum 
angestellten Impfversuche gegen Bacilleuinfektion aus. 


Tabelle IV. 


Kan. 

No. 

Ge- 

wicht 

g 

Behandlung 

Infektion 

Resultat 

207 

1000 

14. VII. 10,0 Ser. v. Hund III iv. 

15. VII. Vm, Oese l7. VII. tot 




1-tag. Kultur sbk. 


208 

950 

14. VII. 6,0 „ wie 207 

dgl. 

dgl. 

209 

1100 

14. VII. 4,0 „ „ 207 

yy 

yy 

210 

1100 

14. VII. 2,0 „ „ 207 

yy 

yy 

211 

1150 [14. VII. 10,0 „ v. Ziege XI iv. 

yy 

18. VII. tot 

212 

850 jl4. VII. 4,0 „ wie 211 

yy 

17. VU. „ 


166 

167 

168 

169 

170 

171 

172 

173 

174 

175 

176 


Kontrollen siehe Kaninchen 205 und 206 in Tabelle III. 


1020 

1040 

1070 

1170 

940 

920 

1130 

1100 

1070 

1100 

720 


23. VIII. 2,0 N-Hundeser. iv. 

23. VIII. 5,0 wie 166 
23. VIII. 10,0 „ 166 
23. VHI. 2,0 Ser. v. Hund X v. 
20. III. iv. 

23. VIII. 5,0 wie 169 
23. VIII. 10,0 „ 169 
31. VIII. 10,0 N-Hundeser. iv. 
31. VIII. 10,0 Ser. v. Hund X v. 
3. VIII. iv. 

31. VIII. 9,0 wie 173 
31. VIII. 5,0 „ 173 
31. VIII. 2,0 „ 173 


24. VHL V 10000 
1-tag. Kultur sbk 
dgl. 


Oese26. VHI. tot 
27. VIII. „ 


28. VIII. 
27. VHI. 


1. IX. dgl. 

yt 


27.VIH. 
30. VHI. 
4. IX. 

lebt 


yy 


yy 


3. IX. 

4. IX. 
4. IX. 


yy 


yy 


iv. = intravenos; sbk. = subkutan; N-Hundeserum = normales Hunde- 


serum. 


Vom Rauschbrand ist es durch die Untersuchungen von 
Schattenfroh und Grassberger bekannt, dafl er ein 
Gift bildet, mit dem man gegen das Gift immunisieren und 
auch ein Serum gewinnen kann, das antitoxischen Wert hat. 
Gegen die Infektion ist dieser Schutz aber auch nicht ge- 
richtet. Es erhob sich nun die Frage, ob dies vielleicht auch 
beim Milzbrand der Fall sei. Andererseits war es auch des- 
halb nbtig, solche Versuche vorzunehmen zur Entscheidung, 
ob das von mir gefundene Toxin zu den echten Giften zu 
rechnen sei, d. h. ob ein damit hergestelltes Serum dem ge- 
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forderten Gesetze der Multipla folge und entsprechend genflge. 
Es warden nun sowohl Versuche mit schwficheren Giften als 
auch mit den st&rksten Giften vorgenommen, ohne dafi es 
mir gelungen ist, mehr als eine gewisse Resistenz gegen das 
Gift zu erreichen. Auch die Serumversuche brachten mir 
keine besseren Ergebnisse, meist war der Temperatursturz 
bei der versuchten Neutralisation mit Serum bei den damit 
behandelten Tieren geringer, doch kam dies schon After mit 
Normalserum vor, aber die Tiere konnten nicht vor dem Tode 
bewahrt werden. 

Tabelle V. 


Kan. 

• No. 

Ge- 

wicht 

g 

Behandlung 

i 

Temperatur 

fiesultat 

84 

520 

9. V. 10,0 Gift V +1,0 Ser. Hund 
III (1 Tag bei 37°) iv. 

kein Temperatursturz 

19. V. tot 

85 

630 

9. V. wie 84 

um 0,6° gesunken 

25. V. „ 

86 

630 

9. V. 10,0 Gift V + N-Hunde- 
serum 1,0 iv. 

07° 

ff ff 

30. V. „ 

87 

680 

9. V. 5,0 Gift V iv. 

Temperatursturz und Tod 

88 

520 

15. V. 2,0 „ V „ 

Temperatursturz 
um 1,1° gesunken 

16. V. tot 

89 

610 

15. V. 8,0 „ V + 0,5 N-Hunde¬ 

serum iv. 

24. V. „ 

90 

610 

15. V. 8,0 Gift V + 0.5 Ser. Hund 
III iv. 

n 30 

tt *> 

25. V. „ 


iv. = intravends; Gift V = Bouillonfiltrat24-tiigiger Kultur; N-Hunde- 
serum = norm ales Hundeserum. 

Das Hundeserum stammte von einem Tiere, das sowohl 
grABere Mengen subkutan als auch intravenAs vertragen hatte, 
zuletzt eine Dosis, an der zwei andere Hunde, die ebenfalls 
immunisiert waren, zugrunde gegangen sind. 

Nach den Untersuchungen von Spiro haben Harnstoff- 
lAsungen die F&higkeit, EiweiB aufzulAsen. Ich versuchte 
daher, meine asporogenen Bacillen mittels HarnstofflAsungen 
zu schfitteln, um auf diese Weise zu einem KArper zu ge- 
langen, wie ich ihn aus Diphtheriebacillen hergestellt hatte 
und mit dem ich bei Kaninchen ein 50-faches antitoxisches 
Diphtherieserum bekommen hatte. Nach 6-tAgigem SchQtteln 
in 25-proz. HarnstofflAsung bei 37° waren die asporogenen 
Milzbrandbacillen bei einem Verh&ltnis 1:100 sicher abgetotet. 
Um die Giftigkeit der Schflttelextrakte untersuchen zu kAnnen, 
muBte ich den Harnstoff durch Dialyse entfernen, was ja auch 
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unbedenklich geschehen konnte, da wir ja wissen, dafi sowohl 
die Toxine wie die Endotoxine hochmolekulare KOrper vor- 
stellen, welche die tierische Mem bran nicht passieren, beim 
Milzbrand hatte ich dies speziell nochmals bei meinen 
Bouillongiften nachgewiesen. Ich wollte nun sehen, ob durch 
das tagelange Schfltteln giftige Substanzen in die Harnstoff- 
ldsung flbergetreten waren und ob die Bacillen an und fOr 
sich giftig sind. Wie aus Tabelle VI ersichtlicb ist, sind nur 
die Bacillen selbst toxisch, wfthrend der Extrakt zum mindesten 
sehr wenig Gift enthftlt. Zur HerbeifQhrung des Temperatur- 
sturzes und Todes braucht man subkutan etwa 4mal, intra- 
peritoneal 2mal soviel wie intravends. Dasselbe Verhftltnis be- 
steht auch bei den verschiedenen Einverleibungsarten mit dem 
Bouillonkulturgift. 

TabeUe VI. 


Kan. 

No. 

Ge- 

wicht 

g 

Injektion 

Temperatur 

Wei teres Kesultat 

251 

1500 

15. XII. 120 mg Ur.-Asp. 

um 1° gesunken 

bleibt leben 



dialys. iv. 



252 

650 

15. XII. 180 mg wie 251 sbk. 

„ 2,8® 

dgl. 

253 

680 

15. XII. 150 „ „ 251 ip. 

Temperatursturz 

nach 2 Stunden tot 

254 

820 

15. XII. 70 „ „ 251 iv. 


„ 22 „ 

255 

720 

15. XII. 180 „ „ 251 sbk. 

um 2,1 0 gesunken 

bleibt leben 

256 

1130 

18. XII. 200 „ „ 251, 4 

Temperatursturz 

dgi. 



Tage dial vs. iv. 



257 

930 

18. XII. wie 256 

. 

n. 2 Min. unter Krarapfen t 

258 

730 

18. XII. 100 mg wie 256 


n. 10 Min. dgl. 

259 

900 

18. XII. wie 258 

Temperatursturz 

bleibt leben 

261 

720 

18. XII. 40 mg wie 256 

um 0,9 0 gesunken 

29. XII. tot 

Meerschweinchen. 



17 

| 390 !5.1. 200 mg wie Kan. 256 


9.1. tot, starkes Infiltrat 



sbk. 



21 

420 dgl. 

. 

8 .1. „ Nekrose 

22 

320 


. 

13.1. „ ausgedehnte 





Nekrose 

26 

350 

5.1. 200 mg Asp.m.Chloro- 

i . '27.1. tot, Infiltrat 



form abgetotet sbk. 



27 

450 ,5.1. 100 mg wie 26 

. 

10 .1. dgl. 


iv. = intravends; sbk. = subkutan; Ur.-Asp. = mit 25-proz. Harnstoff- 
losung abgetotete asporogene Bacillen; Asp. = asporogene Bacillen. 


Diejenigen Tiere, welche sich nach der Injektion groBerer 
Mengen wieder erholt hatten und die, welche kleinere Mengen 
wahrend einmaliger Oder zweimaliger Vorbehandlungbekommen 
hatten, wurden zur Priifung einer etwaigen erhaltenen Im- 


Digitized by 


Gck 'gle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 


i 



Zur Toxinbildung des Milzbrandbacillus. 


321 


munitat mit virulenten Bacillen geimpft. Doch verliefen auch 
diese Schutzimpfungsversuche in negativem Sinne. 

Tabelle VII. 


Kan. 

No. 

Ge- 





wicht 

g 

Behandlung 

Infektion 

Resultat 

251 

1500 

15. XII. 120 mg Ur.-Asp. iv. 

30. XII. V 1000 Oese 

2 . I. tot 





1 -tag. Kultur sbk. 


252 

650 

15. XII. 180 mg 

wie 251 sbk. 

dgl. 

dgl. 

255 

720 

15. XII. wie 252 


11 

11 

256 

1130 

15. XII. 200 mg 

wie 251 iv. 


11 

260 

720 

18. XII. 60 „ 

„ 256 


3. I. tot 

228 

720 

| 



2 .1. tot 

229 

262 

820 

1400 

! Kontrollen 



dgl. 

11 

263 

1300 

J 



11 

Meerschweinchen. 




16 

380 

5.1. 200 mg wie 256 sbk. 

25. II. V.ooo Oese 
1 -tag. Kultur skb. 

27. II. tot 






18 

330 

5.1. 200 „ „ 

16 

dgl. 

dgl. 



27.1. 200 „ „ 

16 

19 

320 

5. I. 50 „ „ 

18 sbk. 

11 

11 



27.1. 100 „ „ 

18 



20 

350 

5.1. 100 „ „ 

18 „ 

M 

11 



27.1. 200 „ „ 

18 „ 



23 

340 

5.1. 50 „ 

18 „ 

11 

11 



27.1. 100 „ „ 

18 „ 



24 

320 

5.1. 100 „ ,. 

18 „ 

»» 

11 



27.1. 200 ., „ 

18 „ 



25 

500 

5.1. 80 „ „ 

18 „ 

11 

11 



27.1. 129 

18 



26 a 

500 

27.1. 150 mg Asp. mit Chloroform 

11 

„ 


530 

abgetotet sbk. 

1 




28 


11 

11 

29 

670 

Kontrollen 

1 


11 

11 

30 

620 


11 

11 


iv. = 

intravenos; 6bk. = 

= subkutan; Ur.-Asp. = mit 25-proz. 

Harnstoff- 


losung abgetotete asporogene Bacillen; Asp. = asporogene Bacillen. 


Bisher habe ich hauptsachlich Versuche mitgeteilt, welche 
mit Kaninchen, bei den Harnstoffversuchen auBerdem mit 
Meerschweinchen angestellt waren. Wie aus meinen Serum- 
versuchen hervorgeht, hatte ich noch Hunde und Ziegen be- 
nutzt, die ebenso wie Meerschweinchen durch das Bouillon- 
gift beeinfluBt wurden. Interessant war ein Versuch mit zwei 
Schweinen. Bekanntlich haben die milzbrandkranken Schweine 
hauptsachlich Lokalerscheinungen an der Zunge und im Darm. 
Da sie auch an Milzbrand sterben, konnte man annehmen, 
daB entweder das Schwein besonders empfanglich sein miisse 
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fQr das Milzbrandtoxin oder der Bacillus im Schweine- 
organismus eiu besonders gutes Gift bildet. Ersteres ist nun 
nicht der Fall. Die Schweine wurden bei derselben Dosis 
und demselben Gewicht ebenso krank wie Hunde unter den- 
selben Bedingungen. Da man die zweite Annahrae einer 
stSrkeren Giftbildung — auf Schweinefleischbouillon wurden 
bessere Gift nicht erzielt — nicht beweisen kann, bleibt nur 
flbrig, daB das Schwein nicht akut, sondern chronisch der 
Milzbrandinfektion erliegen mOfite, was ja auch der Fall zu 
sein scheint, da apoplektiforme F&lle, ohne daB auch Bacillen 
im Blute gefunden werden, kaum vorkommen dOrften, wie 
dies ja auch nur so bei anderen empf&nglichen Tieren der 
Fall ist. Bei Schweinen handelt es sich gewfthnlich um Not- 
schlachtungen, wo bloB lokaler Milzbrand festgestellt wird. 


Tabelle VIII. 


No. 

Gewicht 

Injektion 

Temperatur 

Wei teres Resultat 

M. 21 

300 g 

12. II. 10,0 Bouillonfiltrat 
vom 7. I.—2. II. sbk. 

Temperatursturz 

13. II. schlapp, infiltriert, 
Gew. 260 g. 23. II. tot 

M. 22 

280 „ 

12. II. 10,0 idem ip. 


13. II. Bchlapp, Gewicht 
250 g. 17. II. tot 

M. 23 

436 ,, 

13. III. 1,0 Bouillonfiltrat v. 
7. I.—20.11. iv. 

um 2° gesunken 

6 . ILL tot 

M. 24 

800 „ 

14. III. 4,0 wie M. 21 iv. 

um 1,5° gesun- 
ken 

16. III. Gewicht 660 g. 
11. IV. tot. 

M. 28 

700 „ 

6 . IV. 15,0 Bouillonfiltrat v. 
9. III.—31. III. iv. 


nach 10 Min. Kriirupfe 
und Tod. 

M. 29 

780 „ 

7. IV. 5,0 Gift idem iv. 

Temperatursturz 

8 . IV. morgens tot 

M. 34 

300 „ 

30. IV. 20,0 Bouillonfiltrat 
14. IV.-27. IV. sbk. 

yy 

5. V. Nekrose. Gewicht 
200 g. 8. V. tot 

M. 36 

250 ,, j 

30. IV. 10,0 Gift idem sbk. 

yy 

5. V. Infiltrat. Gewicht 
200 g. 6. V. tot 

M. 61 

200 „ j 

26. I. 4,0 Bouillonfiltrat 

5. VI.—24. VII. iv. 

— 

sof. tot. Lungenbbihung. 

M. 62 

200 „ 

26. I. 2,0 idem iv. 

— 

nach 1 Minute tot. Lun- 

M. 63 

j 

200 „ 

26.1. 1,0 idem iv. 

nach 2 Std. 25° 

genblahung 

Spriinge. Erholt sich wie- 
der. 27.1. tot. 

Z. 11 

34 kg 29. VI. 200,0 Bouillonfiltrat 
i 2. V.-9. VI. iv. 

Temperatursturz 

nach 3 Stunden tot, unter 
, Zuckungen 

H. 4 

44 

19. VI. 200,0 Gift idem iv. 

nach 1 Std. 41 °, 
nach 4 Std. 35° 

nach 5 Stunden tot 

H. 5 

34 „ 

4. IX. 20,0 Gift idem im. 

nach 3 Std. um 
1 ° gestiegen 
nach 2 Sta. 40 0 

Schwellung. Bleibt leben 

Schw. 1 

34 „ 

4. IX. 20,0 „ „ iv. 

bleibt leben 

S«hw. 2 

40 „ 

4. IX. 40,0 „ „ iv. 

„ 2 „ 40,4» 

yy yy 


M. = Meerschweinchen, Z. = Ziege, H. = Hund, Schw. = Schwein; 
sbk. = subkutan, ip. = intraperitoneal. iv. = intravenos, im. = intramuskuliir. 
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Ich konnte durch meine Untersuchungen zeigen, daB in 
geeigneter Bouillon asporogener Milzbrandkulturen eine giftig 
wirkende Substanz nachzuweisen ist, die einige Bedingungen 
eines echten Bacillengiftes erftlllt, die Dosen sind nicht zu 
groBe nnd das Bild der Intoxikation ist ein der Milzbrand- 
infektion Shnliches. DaB das Gift zum Teil chronisch den 
Tod der Versuchstiere herbeifQhrt, ist kein Gegengrund, da 
vielfach L&hmungen an mit Serum behandelten Milzbrand- 
tieren beobachtet wurden, die dann auch noch zugrunde gingen. 
Im fibrigen bewirken Mengen, die subkutan den langsamen 
Tod bedingen, bei intravendser Injektion den akuten oder 
subakuten Tod. Gegen die Spezifit&t spricht nur der Umstand, 
daB es nicht regelm&Big gelingt, mit diesem Gift gegen die 
Infektion zu schfltzen und auch nur ein geringer Schutzwert, 
eine erhOhte Resistenz, die wir nicht znr echten Immunit&t 
z&hlen, gegen das Gift selbst sich erreichen lfiBt. Es erhebt 
sich nun die Frage, ob dieses Gift iiberhaupt bei der Infek¬ 
tion eine Rolle spielt und ob die F&lle, welche nur lokales 
Wachstum der Milzbrandbacillen aufweisen, mit Hilfe des ge- 
fundenen Giftes zu erkl&ren sind. Rekapitulieren wir die 
Wirkung des von mir gefundenen ldslichen Giftes. In kleinen 
Mengen, schon 2,5 ccm Bouillonfiltrat, ruft es bei Kaninchen 
von 500—600 g bei intravenoser Applikation einen Temperatur- 
sturz und subakuten Tod hervor, die doppelte bis dreifache 
Menge verursacht sofortigen Tod unter suffokatorischen Er- 
scheinnngen mit dem Bilde des anaphylaktischen Shocks. In- 
traperitoneal einverleibt, sind ungef&hr die doppelten Mengen 
n6tig zur HerbeifQhrung derselben Erscheinungen. Bei den- 
selben Mengen tritt der Tod viel spSter, oft nach Wochen ein 
und statt eines Temperatursturzes sehen wir eine Temperatur- 
steigerung. Subkutan injiziert sind etwa 4-fache Mengen notig, 
um Temperatursturz herbeizufflhren, der Tod tritt erst meist 
nach Wochen ein, bei denselben Mengen wie intravenos be- 
kommt man eine Temperatursteigerung und lokales Oedem, 
das zur Nekrose ftihren kann (Arthussches Phanomen). Mit 
den Bacillenleibern selbst sind dieselben Symptome auszulosen, 
und zwar bei asporogenen Bacillen in gleicher Menge wie mit 
sporenhaltigen Bacillen. Zur sofortigen Totung eines Meer- 
schweinchens von 200 g braucht man 10 mg asporogenen 
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Milzbrand oder 10 mg sporenhaltiges Material aus 2-tftgigen 
Agarkulturen, die vorher vOllig getrocknet waren. Fflr das 
Kaninchen liegen die Verh&ltnisse pro Kilogramm KSrper- 
gewicht ungflnstiger. Man braucht also vom Bakterienmaterial 
verhaitnismaBig mehr als vom Kulturfiltrat. Dies liegt daran, 
daB im Filtrat das fertige Gift injiziert wird, wfthrend bei der 
Injektion von Bacillen der Kbrper zuerst das Gift bilden muB; 
nun verstehen wir auch, warnm bei der Bacilleninjektion der 
Tod bei intravenOser Einverleibung rascher eintritt als bei 
intraperitonealer und subkutaner Einverleibung, wo die Re- 
sorptionsverhaitnisse andere sind, worauf ich noch spfiter 
zuriickkommen werde. Soli das von mir gefundene Gift nun 
eine Rolle bei der Milzbrandinfektion spielen, so mttssen wir 
die Bacilleninfektion zugrunde legen. Zun&chst tritt doch 
bei der nattirlichen Milzbrandinfektion Fieber auf, dies hlltte 
sein GegenstOck in der fiebererzeugenden Wirkung geringer 
Giftmengen, was ja mit der nattirlichen Infektion ttberein- 
stimmt, wir finden beim Milzbrandfieber des Kaninchens nur 
sparlich Bacillen im Blute. Das Fieber ftihrt nun zu einem 
Eiweifizerfall, dessen Abbauprodukte auch giftig wirken. Diese 
giftigen EiweiBzerfallprodukte zusammen mit den Endotoxinen 
der Milzbrandbacillen begdnstigen nun ein Massenwachstum 
der Bacillen, dessen Gifte jetzt den Temperatursturz und Tod 
herbeiftlhren. Kommt es nicht zur Massenentwicklung der 
Bacillen im Blute, so genesen auch vielfach die Tiere wieder. 
Der Grund ist wohl der, daB zu geringe Mengen Bacillen 
vorhanden waren, urn hohes Fieber zu erzeugen und nun die 
unterstfitzenden Zerfallsprodukte des EiweiBes auch fehlen. 
Andererseits wissen wir, daB bei den Fallen, bei welchen wir 
die Erreger nur an der Infektionspforte finden, der Tod erst 
nach einem chronischen Verlauf der Krankheit eingetreten ist. 
Wir hatten hier also dieselben Tatsachen, wie wir sie bei sub¬ 
kutaner Einverleibung der abgetbteten Bakterien oder deren 
Bouillongiften finden. Ich glaube so auch eine Erkl&rung 
daftir zu haben, warum im immunen Tiere trotz der haufig vor- 
handenen lebenden virulenten Bacillen der Tod nicht eintritt. 
Es kommt beim immunen Tiere oder bei der Serumbehand- 
lung nicht zu anhaltendem starken Fieber und gegen die ge- 
ringen Mengen Milzbrandgiftes besteht eine gewisse Gift- 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Zur Toxinbildung des Milzbrandbacillus. 


325 


festigkeit, wie wir sie ja anch in meinen diesbezGglichen Ver- 
suchen gesehen haben. 

Meine Annahme, daB bei der Infektion auch die EiweiB- 
zerfallprodukte eine Rolle spielen, stfltzt sich auf folgende 
experimentelle Grnndlage. Injiziert man einem Meerschwein- 
chen von 200 g 5—6 ccm einer 1-proz. Peptonbouillon intra- 
vends, so stirbt das Tier nnter denselben Erscheinungen 
wie bei Injektion von 1—2 ccm meines Milzbrandgiftes 
Oder von 10 mg getrockneter Bacillen. Benutzt man nun 
verschiedene Bouillonsorten, die ohne Zuhilfenahme von 
Pepton nnter Ans&uerung aus der mehrfachen Menge Fleisch 
Oder Organen (aus der Lunge und den weifien BlutkOrper- 
chen im sich so ein viel st&rkeres Gift abspalten als aus 
Muskelfleisch, anderen Organen und dem Serum), wie sie 
gewohnlich zur Bouillonbereitung genommen wird, so &ndern 
sich die quantitativen Verh&ltnisse. Man bekommt nach Neu¬ 
tralisation eine Ldsung, die in denselben Mengen Meer- 
schweincben unter den oben genannten Symptomen tdtet, wie 
wenn man in demselben Verh&ltnis von Eiweill zu Wasser 
Streptokokken zu Wasser verwendet, und erreicht dasselbe, 
wie durch Kochen von S&uren mit geringeren Mengen Milz- 
brandbakterien. Noch giftiger als letztere sind die Spalt- 
produkte aus Diphtheriebacillen. Wir erhalten also eine Skala 
der gewonnenen Giftigkeit, die bei dem Diphtheriebacillus am 
grdfiten ist, beim Milzbrand kleiner wird und bei den Strepto¬ 
kokken, bei welchen auch sonst mit keiner Methode ein Gift 
nachgewiesen werden konnte, ist die Giftigkeit gleich der aus 
gewfihnlichem KdrpereiweiB gewonnenen. Es ist nicht un- 
gerechtfertigt, anzunehmen, daB die auf diese Weise ge¬ 
wonnenen Gifte nahe verwandt sind mit den in der Bouillon 
nachgewiesenen Toxinen. Da die Symptome bei alien erwShnten 
Giften die gleichen sind, so ist es nicht unwahrscheinlich, dafi 
das bei der Infektion tddliche Gift sowohl aus Bakterien (sei 
es mit, sei es ohne Komplement) als aus Zerfallsprodukten 
des Eiweides entsteht. 

Ich glaube auch, daB die Bouillonfiltrat-, Bacillen- und 
Kochgifte dieselben sind wie die im Kbrper gebildeten, weil 
die Symptome genau so sind wie bei der Anaphylaxie und 

Zeitschr. f. ImmaniUUforschunf. OrSg. Bd. XIII. 22 
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wie sie Friedberger (27) in vitro mit Meerschweinchen- 
seram und Bakterien oder EiweiB gefunden hat und Anaphyla- 
toxin genannt hat. Dieser Autor ist der Meinung, daB sich 
dieses Gift auch im Organismus bei der Infektion aus den 
verschiedensten Krankheitserregern bildet und die wesentlichen 
Symptome der Krankheit bedingt. Er halt das Anaphylatoxin 
aus den verschiedensten Bakterien in seiner Wirkung fflr ein- 
heitlich und glaubt, daB der verschiedene Verlauf der Infektions- 
krankheiten nur durch das verschiedene biologische Ver- 
halten der Erreger verursacht wird. Die Hauptsymptome, wie 
Fieber, Einwirkung auf das Zentralnervensystem und Gewebs- 
entzflndung, kehren ja bei den einzelnen Infektionskrankheiten 
immer wieder, wenn auch in verschiedener Intensitat; „nur 
wenige TOne im Grunde, aus denen durch die mannigfachsten 
Variationen die verschiedenartigsten Melodien entstehen“. Ein 
ldsliches Gift ohne Zuhilfenahme von {Complement, das unter den 
klassischen Symptomen der Anaphylaxie tQtet, hat Aronson (28) 
zuerst gewonnen, indem er Typhusbacillen bei 65° extrahierte. 
Nach der Friedbergerschen Methode haben dann auch 
Schiltze (29) und Aronson aus Milzbrandbacillen mittels 
Meerschweinchenserum ein Abbauprodukt erhalten, wie ich es 
in meinem Kulturfiltrat von asporogenen Milzbrandbacillen ge¬ 
funden habe. Nach Injektion von 1—2 ccm guten Bouillon- 
milzbrandgiftes in das Blut gehen Meerschweinchen nach einigen 
Minuten unter Sprtlngen mit Zuckungen zugrunde. Das Sek- 
tionsbild zeigt Lungenbiahung, meist mit Lungenblutungen bei 
noch schlagendem Herzen. So ist es nun auch erkl&rlich, 
warum man immerhin groBe Bacillenmengen zur selben Todes- 
art braucht, weil eben das Gift aus den Milzbrandbacillen 
durch das im Serum enthaltene Ferment erst frei gemacht 
werden muB, ein Vorgang, der das Gift rasch bildet, welches 
aus den Bacillen in der Bouillon erst nach l&ngerer Zeit in 
Ldsung geht. Ich glaube daher zu der Annahme berechtigt 
zu sein, daB mein Kulturgift dasjenige ist, welches bei der 
Milzbrandinfektion eine Rolle spielt. Weiter glaube ich be- 
wiesen zu haben, daB der Milzbrandbacillus kein echtes Toxin 
bildet, sondern nur ein Endotoxin (dieses wird vielleicht durch 
das im Serum befindliche Ferment bei der Infektion weiter 
abgebaut), welches ich in Bouillon un4 durch Kochen von 
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Bacillen in anges&uertem Wasser 1 ), am besten unter Druck, 
leicht gewinnen konnte. 

Zusammenfassong. 

1) Die Milzbrandbacillen bilden ein Endotoxin, das sich 
in grofien Mengen in Bouillon von Knlturen von asporogenen 
Milzbrandbacillen nnd durch Kochen von Milzbrandbacillen 
mit S&uren nachweisen l&Bt. Die Syraptome, welche das 
Endotoxin hervorruft, sind dieselben, wie wir sie bei dem 
Anaphylatoxin, nach der Friedbergerschen Methode ge- 
wonnen, oder bei Typhusbacillen nach Aronson durch Ex- 
traktion bei 65 0 im Tierversuch kennen lernten. Im Urin der 
Tiere, welche den Shock, den das Gift intravends in geeigneten 
Dosen hervorruft, flberstehen, tritt ebenso wie bei der Ana- 
phylaxie nach Vorbehandlung und der Anaphylatoxinvergiftung 
ein starkes Gift auf. Es ist also das von mir gefundene 
Endotoxin der Milzbrandbacillen, wenn nicht identisch, so 
doch nahe verwandt mit dem mittels Komplement aus den 
Milzbrandbacillen abgespaltenen Gift. 

2) Durch l&ngeres Stehen im Tageslicht bei gewdhnlicher 
Temperatur verliert das Milzbrandgift rasch seine toxische 
Wirkung, ohne dafi das immunisierende Vermbgen verst&rkt 
wflrde. In gefrorenem Zustande behait es mindestens 2 l / % 
Jahre lang seine voile Wirksamkeit. 

3) Das Milzbrandtoxin ist hitzebestJLndig, auch Eochhitze 
zerstdrt nicht vOllig seine Giftigkeit. 

4) Wie mit den Endotoxinen anderer Bakterien, lassen 
sich auch mit dem Milzbrandgift keine Antitoxine im Blute 
der damit behandelten Tiere gewinnen. Es kann nur eine 
gewisse Giftfestigkeit erreicht werden. 

5) Auch in Kulturen von sporenbildenden Milzbrand¬ 
bacillen ist das Gift vorhanden, wie es ja auch in sporen- 
haltigen Milzbrandbakterien nachweisbar ist. Es ist in den 

1 ) Anmerkung bei der Korrektur: Dies erinnert an die Versuche von 
Sachs und Kyes, Morgenroth uber die Koktostabilitat der echten 
Toxine in saurer L5sung, sowie an die von Friedberger und A. Mo¬ 
res chi ermittelte Hitzebestandigkeit des Anaphylatoxins bei der gleichen 
Reaktion. 

22 * 
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Bouillonkulturen der Sporenbildner nur in viel geringerer 
Menge vorhanden, so daC es, Tieren injiziert, nur Fieber er- 
zeugt, was vor mir bereits von vielen Forschern gefunden 
war. Die Unterschiede sind nur quantitative. 
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Nachdruek verboten. 

[Ans dem Staatlichen Hygienischen Institut zu Hamburg; Direktor: 
Prof. Dr. Dunbar (Abteilung fQr experimentelle Therapie und 

Immunitatsforschung).] 

Experimentelle Stndien znr Theorie und Praxis 
der EiweiAdifferenzlerung. 

Von Dr. med. Fr. Graetz. 

(Eingegangen bei der Eedaktion am 28. Februar 1912.) 

I. Ueber Auswertung von AntieiweiBseris. 

Angesichts der allgemeinen Verbreitung, welche die mehr 
oder minder modifizierte Bordet-Gen goo sche Versuchs- 
anordnnng als diagnostische Methode, sei es als Wasser- 
mann sche Reaktion zur Feststellung syphilitischer Reaktions- 
korper, sei es in irgendwie ver&nderter Form znr Diagnose 
verschiedener Infektionskrankheiten gefunden hat, mufi es in 
gewisser Hinsicht befremden, dafi sich das von N e i s s e r und 
Sachs fQr die EiweiBdifferenzierung ausgearbeitete, bekannt- 
lich ebenfalls auf der Komplementbindung beruhende Ver- 
fahren, in praktischer Hinsicht, d. h. namentlich fQr die 
Antigendiagnose in Foro (Blutnachweis; Nachweis von Ver- 
falschungen in Nahrongsmitteln) einen autorisierten Platz nicht 
zu erringen vermochte. Es ist dies um so auffQlliger, als die 
Braochbarkeit des genannten EiweiBdifferenzierungsverfahrens, 
wie auf Grund zahlreicher wissenschaftlicher Arbeiten fest- 
steht, heute wohl Qber jeden Zweifel erhaben ist, und das 
Verfahren auBerdem wohl auch insofern eine amtliche An- 
erkennung beanspruchen konnte, als gerade die genannte 
Methode es war, welche der praktischen Verwertung des 
Komplementbindungsverfahrens, das sich doch bereits auf den 
verschiedensten Gebieten glSnzend bewShrt hat, Qberhaupt 
erst die Wege geebnet hat. 

Es ist allerdings unbestreitbar, daB wir in der PrSzipi- 
tationsmethode, wie sie durch die klassischen Arbeiten von 
Uhlenhuth und seiner Schule fQr die forensische Praxis 
festgelegt ist, ein durchaus souver&nes EiweiBdifferenzierungs- 
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verfahren besitzen, welches sich in zahlreichen Fallen als 
hervorragendes diagnostisches Hilfsmittel erwiesen hat und 
auBerdem den Vorzug einer relativ einfachen technischen 
Handhabung besitzt. Ffir die Beurteilung der Versuchs- 
ergebnisse liegen die Verhaitnisse jedoch keineswegs immer 
so einfach, und wohl jeder, der sich nach irgendeiner Rich- 
tung regelmaBig mit der forensischen Eiweifldifferenzierung 
zu befassen hat, wird die Erfahrung machen mflssen, daB wir 
in manchen Fallen, in denen es sich namentlich um den Nach- 
weis ganz geringer Spuren einer EiweiBart handelt, bei der 
Abgabe des Urteils zu einem „non liquet* 4 verdammt sind. 
Gerade bei meinen ausgedehnten Untersuchungen an ge- 
kochten Wflrsten, bei denen es infolge der starken Dena- 
turierung vielfach kaum eben noch gelingt, Spuren nativer 
reaktionsfahiger EiweiBkfirper in Ldsung zu bringen, welche 
bei der Anstellung der Prazipitinreaktion ein fiber jeden 
Zweifel erhabenes Resultat ergeben und die Abgabe eines 
nach jeder Richtung hin einwandsfreien Urteils ermdglichen, 
‘ habe ich es vielfach als ein dringendes Bedfirfnis empfunden, 
noch eine weitere Methode zur Verffigung zu haben, welche 
zur Bestimmung der Herkunft der fraglichen EiweiBart und 
zur Ergfinzung der Prazipitinmethode herangezogen und amt- 
lich fur die Abgabe eines gerichtlichen Gutachtens zugrunde 
gelegt werden kfinnte. In Fallen, wie in den eben skizzierten, 
wo es sich urn den Nachweis so geringer Spuren der frag¬ 
lichen EiweiBart handelt, tritt bekanntlich, wie dies von 
Uhlenhuth selbst betont wird, die Prazipitation meist in 
Form feiner hauchformiger Trfibungen und auBerdem, ent- 
sprechend dem geringen EiweiBgehalt der zu prfifenden 
Losungen, erst nach langerer Zeit auf. Die Beurteilung solcher 
feiner Trfibungen, welche selbst dem Gefibten zuweilen nur 
mit Schwierigkeit die Abgabe eines sicheren Urteils ermog- 
lichen, ist zweifellos eine Aufgabe, die einesteils die grofite 
Vorsicht erheischt und auBerdem bei der Tragweite eines 
positiven Resultates bei dem Untersucher vielfach nur zu 
leicht das Gefiihl einer gewissen Unsicherheit in der Be¬ 
urteilung einer solchen erst nach langerer Zeit auftretenden 
Trfibung erweckt, zumal ja den in stark verdfinnten EiweiB- 
losungen naturgemaB sehr spat auftretenden Trfibungen nur 
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eine bedingte Geltung fflr die Praxis beigelegt werden darf, 
da ja eben die Pr&zipitationsmethode bei einer lfingeren Beob- 
achtungsdauer ihres spezifischen GeprSges verlustig geht. 

Fflr solche FSlle besitzen wir in dem wissenschaftlich and 
praktisch als dnrchans gleichwertig mit der Prflzipitation er- 
kannten, fflr die forensische Praxis aber bis jetzt leider noch 
nicht anerkannten Verfabren der Komplementbindung nach 
Neisser nnd Sachs eine Methode, welche geeignet er- 
scheint, gegebenen Falles einem fflhlbaren Mangel der Prfl- 
zipitinmethode abzuhelfen. Eine Reihe angeblicher Nachteile, 
die dem Komplementbindungsverfahren zum Vorwurf gemacht 
werden — welche bei sachgem&Ber Ansfflhrnng der Reaktion 
jedoch niemals die ihnen von der Uhlenhuthschen Schule 
beigelegte Bedeutung erlangen kSnnen — nicht zum wenigsten 
aber wohl die Autorit&t der Uhlenhuthschen Schule, welche 
einem Festhalten an dem alten bewShrten Verfahren, fflr dessen 
Erganzung und Verdrfingung ein zwingendes Bedflrfnis an- 
scheinend nicht vorlag, nachdrflcklich das Wort redete, hat 
bislang eine Gleichstellung der beiden Methoden fflr die 
forensische Praxis verhindert 1 ). 

Es muB mit Neisser und Sachs ohne weiteres zu- 
gegeben werden, daB die Technik des Komplementbindungs- 
verfahrens eine wesentlich kompliziertere ist als die der Prfl- 
zipitinmethode. Auf zahlreiche eigene Experimente gestfltzt, 
mSchte ich jedoch in voller Uebereinstimmung mit Neisser 
nnd Sachs betonen, daB die Ausffihrung der Komplement- 
bindungsmethode sich praktisch keineswegs so kompliziert ge- 
staltet, wie es auf Grund der einschl&gigen Vorschriften den 
Anschein haben kflnnte, und daB der etwas zeitraubenderen 
und komplizierteren Technik vor allem ein erheblicher Vorteil 
gegenfiber steht, n&mlich der wesentlich sinnffllligere Ausfall 

1) Im Hinblick auf die oben geschilderten Schwierigkeiten haben wir 
es im Institut auf spezielle Veranlassung Dunbars seit langer Zeit zum 
Prinzip erhoben, bei unseren forensischen EiweiiJdifferenzierungsversuchen 
die mit der Uhlenhuthschen Methode gewonnenen Versuchsergebnisse 
vermittels des Komplementbindungsverfahrens zu kontrollieren. Wir geben 
die zu einer Beanstandung fiihrende Diagnose „positiv“ regelmaBig nur 
dann ab, wenn wir einen iibereinstimmenden Ausfall bei beiden Methoden 
beobachten. 
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der Reaktion und die hierdurch ermoglichte zweifellos leichtere 
Beurteilung der Versuchsergebnisse. Wird auBerdem, wie dies 
zweckmaBigerweise fflr die Kom piemen tbindungsreaktion ebenso 
wie fflr die PrBzipitinreaktion gefordert werden mufl, die 
Reaktion in Laboratorien vorgenommen, welche sich speziell 
mit der AusfQhrung der Immunitatsreaktionen befassen und 
deren Leiter mit dem Arbeitsgebiete vollkommen vertraut sind, 
so kann der Einwand einer zn komplizierten Technik praktisch 
kaum in Frage kommen. 

Bezflglich der Spezifitat der Komplementbindnngsreaktion 
bestehen nach dem heutigen Stande nnserer Kenntnisse, soweit 
es sich wenigstens am das EiweiBdifferenzierungsverfahren 
handelt, keine prinzipiellen Differenzen gegenflber den mit der 
Prazipitinmethode gewonnenen Ergebnissen, und auch sonst 
sind gegen das Komplementbindungsverfahren wohl keinerlei 
Bedenken zu erheben, wenn man nicht gerade in dem grbBeren 
Geltungsbereich und in der grbfieren Feinheit der Methode 
einen Nachteil erblicken will. Die Vertrautheit des Unter- 
suchers mit dem Arbeitsgebiete vorausgesetzt, wird bei An- 
wendung der erforderlicben Kontrollen eine Fehldiagnose mit 
Hilfe des Komplementbindungsverfahrens ebenso hauiig bzw. 
ebenso selten zu befdrchten sein, wie mit der Prazipitin¬ 
methode. 

AuBer in dem schon erwahnten sinnfailigeren Ausfall der 
Reaktion und der dadurch bedingten leichteren Beurteilungs- 
moglichkeit der Versuchsergebnisse liegt meines Erachtens 
ein ganz wesentlicher Vorteil der Methode in ihrer grofieren 
Feinheit und in dem weiteren Geltungsbereiche der Reaktion. 
Es ist heute durch zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten, 
unter denen ich unter anderen besonders die Arbeiten von 
J. Bauer, Rickmann und Bruck hervorheben mochte, un- 
zweideutig erwiesen, daB die Komplementbindungsmethode als 
die entschieden feinere EiweiBdifferenzierungsmethode gelten 
muB, wenn auch in den meisten Fallen die beiden Reaktionen 
parellel gehen und wo eine Prazipitation auftritt, meist auch 
eine Komplementbindung zu verzeichnen ist. Daneben fehlt 
es aber auch nicht an Fallen, wo dank der grQBeren Feinheit 
des Ablenkungsverfahrens eine Komplementablenkung auch 
dort festzustellen ist, wo eine sichtbare Prazipitation noch 
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nicht Oder nicht mehr nachweisbar ist. Gerade in dieser Er- 
fahrungstatsache, daft der Geltangsbereich der Komplement- 
bindungsreaktion als der grOBere gelten muB, indem die zur 
EiweiBdifferenzierung verwendeten Antisera im Komplement- 
bindungsversnch meist dort noch zam Nachweis einer frag- 
lichen EiweiBart ausreichen, wo ihre Verwendnng im Prfi- 
zipitationsverfahren unmoglich oder doch unsicher wird, liegt 
meines Erachtens ein weiterer nicht zu unterschfitzender Vor- 
teil der Komplementbindungsmethode. Ausgehend von den 
praktisch in Frage kommenden Verhfiltnissen verlangt das 
Uhlenhuthsche Verfahren, daB die, zur Prfizipitation ver¬ 
wendeten Antisera einen Nachweis der homologen EiweiBart 
noch in einer Verdttnnung von 1 : 10000 bzw. 1 : 20000 er- 
moglichen. Nach den eigenen Angaben Uhlenhuths kann 
ein derartig hoher Titer gfinstigen Falles bei 10 Proz. der 
Versuchstiere erreicht werden, ja bei Verwendung mancher 
EiweiBarten kann sogar nur eine noch geringere Ausbeute 
an brauchbaren Immnnseren erzielt werden. Demgegenflber 
gilt als allgemein feststehende Tatsache in der Literatur, daB 
zum Nachweis selbst starker Verdtlnnungen einer EiweiBart 
vermittels des Komplementbindungsversuches Antisera von 
nur mittlerem Oder selbst relativ niedrigem Prazipitationstiter 
bendtigt werden, da diese Sera durchweg einen hfiheren Kom- 
plementbindungstiter aufweisen. Namentlich dann, wenn es 
sich darum handelt, feinere biologische Unterschiede zwischen 
den EiweiBarten verwandter Tierspecies oder zwischen den 
K5rperflhssigkeiten ein und derselben Tierart festzustellen, 
konnen derartige Sera mit geringerem Prazipitationstiter oft- 
mals mit besonderem Vorteil fur die EiweiBdifferenzierung im 
Komplementbindungsverfahren verwendet werden. So hat z. B. 
Bruck seinerzeit auf Grund seiner Untersuchungen fiber die 
verwandtschaftlichen Beziehungen zwischen Menschen und 
Afifen darauf hingewiesen, daB man sich fflr derartige Dif- 
ferenzierungsversuche mit Vorteil solcher Immunsera mit 
niedrigem Prfizipitationstiter bedienen kfinne. An der Hand 
eigener Versuche habe ich selbst, sowohl bei meinen Unter- 
suchnngen fiber die biologischen Beziehungen zwischen Mausen 
und verschiedenen Rattenarten, wie bei meinen Studien fiber 
die gegenseitigen Beziehungen zwischen Milch, Colostrum und 
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Blutserum des Rindes, ebenfalls die Zweckm&fiigkeit der Ver- 
wendung derartiger Immunsera betont. 

Die praktische Verwendbarkeit von Immunseris der eben 
geschiiderten Art hat naturgem&B eine ausreichende kom- 
plementbindende F&higkeit derselben gegenflber dem homologen 
Antigen zur Voraussetzung, welche nnter alien Umstflnden 
das Antigen in den erforderlichen Verdflnnungen mittelst der 
Komplementbindungsmethode nachzuweisen erlaubt. Die Be- 
tonung dieser Voraussetzung h&tte vielleicht vor kurzer Zeit 
noch als tiberfltlssig gelten kOnnen, da in den einschl&gigen 
Mitteilungen der Literatur die eingangs schon einmal erw&hnte 
Auffassung vorherrschte, „daB die Komplementbindungs- 
methode gegenflber der Pr&zipitation die weitgehenderen Aus- 
schlflge g&be, daB ihr Bereich der grOBere sei und entsprechend 
demnach auch da, wo eine Prflzipitation stattfindet, eine Kom- 
plementbindung eintritt u . Durch die von Haendel und 
Steffenhagen mitgeteilten gegenteiligen Befunde, wonach 
selbst ein hoher Prflzipitationstiter bei Antieiweifiseris keines- 
wegs unter alien Umstanden ein entsprechendes, Oder gar ein 
hoheres Komplementbindungsvermflgen voraussetzt, hat die 
allgemein gflltige Anschauung vom Parallelismus der beiden 
EiweiBdifferenzierungsmethoden einen gewaltigen StoB erlitten 
und bedarf angesichts der praktischen Wichtigkeit dieser Beob- 
achtungen eine entschiedene Rektifizierung, wenn anders es 
sich bei den Beobachtungen von Haendel und Steffen¬ 
hagen, die bislang in der Literatur von anderer Seite noch 
nicht gemacht wurden, nicht um eine vereinzelte oder seltene 
Erscheinung gehandelt hat. 

Haendel und Steffenhagen haben bekanntlich ge- 
legentlich vergleichender Untersuchungen „Ueber den Nach- 
weis intravenbs zugefuhrten artfremden Eiweifies in der Blut- 
bahn des Kaninchens u die auffallende und den bis dahin prak- 
tisch gemachten Erfahrungen widersprechende Beobachtung 
gemacht, daB 3 hochwertige Pferdeantisera, welche, nach 
Uhlenhuth ausgewertet, einen Pr&zipitationstiter von 1:20000 
aufwiesen, eine so auffallend geringe komplementbindende 
Kraft entfalteten, daB in dem speziellen Falle der Nachweis 
der. in Frage kommenden EiweiBart mittelst des Komplement- 
bindungsverfahrens nicht durchgefflhrt werden konnte. Wie 
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die genannten Autoren mit Recht betonen, h&tte die Tatsache 
an sich, daB gelegentlich die mit den beiden EiweiBdifferen- 
zierungsmethoden erhaltenen Resultate weitgehend, Oder sogar 
vollkommen differieren, nichts besonders Auffallendes gehabt, 
da ja allgemein bekannt ist, und besonders von Sachs in 
seinen Monographien mehrfach darauf hingewiesen wurde, daB 
die biologischen Grnndlagen der beiden EiweiBdifferenzierungs- 
methoden voneinander wesentlich verschieden sind, wenn die 
genannten Beobachtungen eben nicht im krassen Widerspruch 
zu den praktisch gemachten Erfahrungen sttinden. 

Worauf es bernht, daB derartige Beobachtungen von 
prinzipieller Bedeutung sich bislang unserer Eenntnis ent- 
zogen haben, wird schwer zu sagen sein. Ganz so vereinzelt, 
wie man auf Grund der in der Literatur gemachten Fest- 
stellungen annehmen kdnnte, sind derartige Erscheinungen 
offenbar doch nicht 1 ). Angesichts der Erhebungen, welche 
Haendel und Steffenhagen in dieser Hinsicht bei ihren 
systematischen Auswertungsversuchen von 17 AntieiweiBseris 
machen konnten, wird die Annahme wohl nicht von der Hand 
zu weisen sein, daB diesen Befunden von seiten der Autoren 
bislang nur eine gebtlhrende Beachtung nicht geschenkt wurde, 
da ja wohl die von autoritativer Seite stets betonte Auf- 
fassung eines Parallelismus im Ausfall der Pr&zipitations- und 
Komplementbindungsmethode von den meisten Autoren mangels 
gegenteiliger praktischer Erfahrung ziemlich voraussetzungslos 
flbernommen wurde. 

Soweit ich die einschl&gige Literatur vor dem Erscheinen 
der Arbeit von Haendel und Steffenhagen zu flbersehen 
vermag, finden sich dort auBer den Feststellungen der ge¬ 
nannten Autoren nur in den zahlreichen Arbeiten von J. 
Bauer, welche sich mit der Differenzierung der MilcheiweiB- 
korper befassen, einige Befunde, welche gegebenenfalls mit 
den Beobachtungen von Haendel und Steffenhagen in 
eine gewisse Parallele zu setzen sind. Bauer hatte bekannt- 
lich die merkwfirdige Tatsache festgestellt, daB ein gegen 


1) Nach raiindlicher Mitteilung von Herrn Dr. Gaehtgens sind am 
Hygienischen Institut zu Strafiburg ahnliche Beobachtungen gemacht, leider 
aber in der Literatur nicht mitgeteilt worden! 
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Milcheiweifl gerichtetes Antiserum, welches das homologe 
Antigen noch in einer Verdtlnnung von 1 :100000 ablenkte 
und auch mit dem Blutserum der gleichen Tierart im Prfi- 
zipitationsversuch in Reaktion trat, im Komplementbindnngs- 
versuch keinerlei Reaktion gegenfiber dem Blutserum aufwies. 
Es lag somit auch hier ein „Versager“ der besonders von 
Bauer stets als feiner gertihmten Komplementbindungs- 
reaktion gegenfiber der Prfizipitation vor. Die Verhfiltnisse 
liegen allerdings bei Bauer insofern etwas anders als in den 
Versuchen von Haendel und Steffenhagen, da dieses 
Versagen nicht gegenfiber dem homologen, sondern gegenfiber 
einem verwandten Antigen in Erscheinung trat, mit dem das 
fragliche Immunserum im Prfizipitationsversuch jedoch un- 
zweideutig, wenn auch nur in den stfirkeren Konzentrationen, 
in Reaktion getreten war. 

Vor einiger Zeit habe ich selbst in einer Arbeit, die sich 
mit der Nachprfifung der Bauerschen MilcheiweiBdifferen- 
zierungsversuche befafit, auf eine analoge Beobachtung, wie 
die von Bauer bzw. von Haendel und Steffenhagen 
hingewiesen. Auch bei meiner Beobachtung, die im fibrigen 
die einzige dieser Art unter zahlreichen bis dahin vor- 
genommenen Auswertungsversuchen darstellte, handelte es 
sich um ein Antiserum gegen die Frfihmilch des Rindes 
(Colostrum), welches mit dem Antigen der Vorbehandlung im 
Komplementbindungsversuch bis zu einer Verdfinnung von 
1 : 50000 in Reaktion trat und gegen das Serum der gleichen 
Tierspecies, trotz einer Prfizipitatiqn von fast gleicher Stfirke 
wie gegen das homologe Antigen, auch in den stfirkeren 
Konzentrationen beim Komplementbindungsversuch in keiner 
Weise reagierte. Ich habe es damals offen gelassen, ob es 
sich in diesen Ffillen entsprechend der Auffassung Bauers 
um ein Prfivalieren eines Hauptantikfirpers auf Kosten der 
Partialantikorper handelt, Oder ob fihnliche in ihrem Wesen 
ja allerdings ebenfalls noch ungeklfirte Verhfiltnisse vorliegen, 
wie bei den Beobachtungen von Haendel und Steffen¬ 
hagen. Im fibrigen habe ich schon gelegentlich der Be- 
sprechung dieser Beobachtung die Vermutung ausgesprochen, 
dad es sich hierbei um eine in weiten Grenzen von der In- 
dividualitfit des jeweils zur Immunisierung verwendeten Ver- 
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suchstieres abh&ngige Erscheinung handeln konne, und bin anf 
Grand meiner weiteren Untersuchangen in dieser Auffassung 
nnr noch best&rkt worden. Jedenfalls gaben aber diese Beob- 
achtungen fflr mich den aufieren Anstofi, bei den Aus- 
wertungen von Antieiweifiseris den von H a e n d e 1 and 
Steffenhagen geschilderten Verh&ltnissen eine besondere 
Beachtung zu schenken. 

Bevor ich auf die Besprechung meiner Versuchsergebnisse 
n&her eingehe, mdchte ich es nicht unterlassen, nochmals 
kurz die von mir geflbte Technik zu skizzieren. Die Technik 
des Eomplementbindungsverfahrens fflr die Eiweifidifferen¬ 
zierung nachNeisser und Sachs ist allerdings in den ver- 
schiedensten einschlSgigen Abhandlungen so haufig, toils mehr, 
teils weniger ausfflhrlich wiedergegeben worden, dafi es wohl 
als fiberflussig erscheinen kSnnte, hierauf erneut einzugehen, 
wenn nicht eben die praktische Erfahrung lehrte, wie gerade 
kleine, scheinbar unwesentliche Abweichungen in der Versuchs- 
technik unter UmstSnden zu direkt entgegengesetzten End- 
resultaten fflhren konnen. 

Als hamolytisches System diente mir bei s&mtlichen Ver- 
suchen ein immunisatorisch gewonnener Ambozeptor gegen 
Hammelblut, gewaschene Hammelblutkorperchen in 5-proz. 
Aufschwemmnng, sowie eine 10-proz. LQsung frischen Meer- 
schweinchenserums als Komplement. Neisser und Sachs 
haben seinerzeit den Vorschlag gemacht, in Fallen, in denen 
es sich um den Nachweis von Rinder- oder Hammeleiweifi 
handelte, zur Erzielung reiper Versuchsbedingungen ein gegen 
Schweineblutkdrperchen gerichtetes hfimolytisches System zu 
verwenden. Ich habe bei meinen zahlreichen Versuchen eine 
stdrende Einwirkung des allgemein gebrfiuchlichen hfimo- 
lytischen Systems auch in Fallen der von Neisser und Sachs 
genannten Art nicht beobachten kdnnen und deshalb aus prak- 
tischen Grflnden von der Anwendung eines zweiten hamo- 
lytischen Systems Abstand genommen. Die Einstellung des 
h&molytischen Systems wurde im Hinblick auf die allgemein 
bekannten Schwankungen in der Wirksamkeit der verschie- 
denen Meerschweinchensera selbstverstandlich fflr jeden Ver- 
such erneut vorgenommen. Fflr die Einstellung des hflmo- 
lytischen Systems habe ich mich durchweg an die von 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



338 


Fr. Graetz, 


Neisser and Sachs ursprttnglich in ihrer klassischen Mono¬ 
graphic gegebene Vorschrift gehalten und im Gegensatz zu 
Haendel und Steffenhagen sowie zu den moisten Autoren, 
welche jedesmal eine Titration des Ambozeptors gegeniiber 
der an sich willktirlich gewflhlten Komplementmenge von 
0,1 ccm ausfiihren, entsprechend der [Originalvorschrift die 
Einstellung fflr ein bestimmtes Ambozeptorserum nur einmal 
vorgenoramen, wobei als Komplementeinheit ebenfalls 0,1 ccm 
zugrunde gelegt wurde. Die Einstellung des Ambozeptorserums 
erfolgt hierbei in der Weise, daB fallende Mengen des inakti- 
vierten Ambozeptorserums gegenflber der genannten Kom¬ 
plementeinheit bis zur Feststellung der minimal lflsenden 
Dosis austitriert werden. Der bei diesem Einstellungsversuch 
gewonnene Ambozeptorwert wird nach Angabe von Neisser 
und Sachs verdoppelt und dientdann wAhrend der ganzen Ver- 
wendungsdauer des Ambozeptorserums, d. h. auf Monate hinaus, 
als unver&nderliche Standarddosis, gegen die im Einzelfalle 
das Komplementserum ausgewertet wird. Die Bestimmung 
der kleinsten ldsenden Komplementmenge erfolgt nach den 
gleichen Prinzipien gegeniiber dieser Standarddosis des Ambo¬ 
zeptors. Zum eigentlichen Komplementbindungsversuch ge- 
langt regelmSLBig das 2- bis 2y,-fache Multiplum der kleinsten 
komplett lflsenden Komplementmenge zur Anwendung. Diese 
Art der Versuchanordnung hat sich mir in zahlreichen Experi- 
menten auf das beste bew&hrt. Die Anwendung einer kon- 
stanten Ambozeptordosis hat den Vorteil, daB wir stets 
wenigstens annShernd gleich stark sensibilisierte Blutkdrper- 
chen erhalten, daB wir also die auch von Haendel und 
Steffenhagen nicht fflr empfehlenswert gehaltene Hyper- 
sensibilisierung der Blutkdrperchen nach Mflglichkeit ver- 
meiden. Nach meinen Erfahrungen machen sich bei dieser 
Art der Einstellung auch die Schwankungen im Komplement- 
gehalt der einzelnen Meerschweinchensera nicht in so erheb- 
lichem MaBe geltend, wie dies allgemein in der Literatur an- 
gegeben wird. Von einigen Ausnahmen abgesehen konnte ich 
bei dieser Art der Versuchsanordnung sogar eine ziemliche 
Konstanz der verschiedenen Komplemente hinsichtlich ihrer 
hamolytischen Aktivitat beobachten. Auch hinsichtlich der Ab- 
lenkungsmoglichkeit der einzelnen Komplemente scheint mir 
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die Versuchsanordnung von Neisser und Sachs nicht zu 
unterschatzende Vorteile zu bieten, welche in der geringeren 
zur Verwendung kommenden Komplementmenge liegen. Ich 
bin in meinen zahlreichen hamolytischen Versuchen fast nie 
zu einer hdheren Komplementmenge als 0,5 ccm des 10-proz. 
Serums gekommen, da sich mir in der Regel 0,2 ccm des 
10-proz. Komplementes als ausreichend erwiesen, um mit der 
im Vorversuch ermittelten Standarddosis des Ambozeptors 
innerhalb der Zeiteinheit von 30 Minuten eine vollstfindige 
Hflmolyse der flblichen Menge von 1 ccm einer 5-proz. Blut- 
korperchenaufschwemmung herbeizufQhren. Die Verwendung 
des 2—2V 2 -fachen Multiplums dieser Komplementmenge, d. h. 
also 0,5 ccm der 10-proz. L5sung fflr den Hauptversuch ver- 
mocbte dann in der Regel eine, auch fflr die Ausscheidung 
eventueller antikomplementfirer Eigenschaften mancher Rea- 
gentien, ausreichende Schfirfe des hamolytischen Systems zu 
garantieren, ohne gleichzeitig durch allzugrofien Komplement- 
flberschuB die Feinheit der Reaktion zu stdren. Die Anwen- 
dung einer so geringen Komplementmenge wird sich, selbst 
wenn man von der wirtschaftlichen Seite ganz absehen will, 
besonders dann mit Vorteil geltend machen, wenn uns bei der 
Einstellung eines Antiserums ein schlecht deviabeles Komple- 
ment zur Verfflgung steht, Oder wenn es sich um ein relativ 
schwach ablenkendes Serum handelt. DaB die Einstellung des 
Komplements gegenflber einer einmal festgelegten Ambozeptor- 
dosis auch in technischer Hinsicht den Vorteil einer Zeit- 
ersparnis mit sich bringt, sei nur nebenbei erwflhnt Bezflg- 
lich der Technik der hamolytischen Versuche sei noch darauf 
hingewiesen, dafi dieselben wie bei meinen frflheren Unter- 
suchungen durchweg in einem Gesamtvolumen von 5 ccm 
vorgenommen wurden, gegenflber der ursprfinglichen Vor- 
schrift von Neisser und Sachs, dieselben in einem Ge¬ 
samtvolumen von 2,5 ccm auszufflhren. 

Der Vorversuch gestaltet sich also bei dem geschilderten 
Modus der Versuchsanordnung denkbar einfach und beschrflnkt 
sich auf die Feststellung der minimal lflsenden Komplement¬ 
menge, deren 2—2y a -faches Multiplum zum Hauptversuch ver- 
wendet wird. Ich lasse hier das Serum eines solchen Vor- 
versuches folgen. 
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Tabelle I. 


Antigen 

Anti¬ 

serum 

Komplement 
10-proz. Los. 

Hammelblut 
5-proz. Los. 

Ambozeptor 
0,5-proz. Los. 

Ergebnis 
nach 30 Min. 

1,0 NaCl 

1,0 NaCl 

0,5 ccm 

1,0 ccm 

0,2 ccm 

e 

dgL 

dgl. 

0,4 „ 

dgl. 

dgl. 

e 

11 

11 

0.3 „ 

11 

V 

e 

11 

11 

0,2 „ 

11 

11 

e 

11 

11 

0,1 „ 

It 

11 



e = komplette Hamolyse. + +© = Spur Hamolyse. 

Die minimalldsende Dosis wflrde fflr den angezogenen 
Fall 0,2 der 10-proz. Komplementlosung betragen, ein Wert, 
wie ich ibn bei meinen zahlreichen Komplementbindungsver- 
suchen mit der von mir geflbten Versuchstechnik von wenigen 
Ausnahmen abgesehen fast regelm&Big fflr alle Meerschwein- 
chenkompleraente gefunden babe. Wie schon erw&hnt, wflrde 
fflr den vorliegenden Fall das 2y 2 -fache Multiplum des ge- 
fundenen Minimalwertes, d. h. 0,5 ccm im Hauptversuch zur 
Verwendung gelangen. 

An diese Wertbestimmung des Komplementes schlieBt 
dann unmittelbar der eigentlicbe Auswertungsversuch des zur 
Prflfung bestimmten Antiserums an. Fflr die Prflfung des 
Antiserums im Komplementbindungsversuch habe ich mich im 
Prinzip an die Vorschriften von Neisser und Sachs ge- 
halten. In der Regel geht dabei eine Auswertung des Anti¬ 
serums mit Hilfe der PrSzipitationsmethode nach Uhlenhuth 
dem Komplementbindungsversuch voran. Es erscheint mir 
zweckmflfiig, bevor ich auf die theoretische ErOrterung der 
Versuchsanordnung eingehe, die in der Praxis geflbte Technik 
zunflchst an einem Auswertungsversuch tabellarisch zu illu- 
strieren. Ich greife aus meinen zahlreichen einschl&gigen Ver- 
suchen die Auswertung eines beliebigen Serums heraus. 


Kaninchen 414, immuniBiert mit Rinderserum. 

Tabelle II a (Prazipitationsversuch.) 

0,1 ccm unverdiinntes Antiseram 414 (Rinderantiaemm) prazipitiert: 


Verdiinnung 
des Antigens 

Rinderserum 

Verdiinnung 
des Antigens 

Rinderserum 

n. 5 Min. 

n. 20 Min. 

n. 5 Min. 

n. 20 Min. 

1:50 

++ 

+ + 

1:2000 

+± 

++ 

1:100 

++ 

+ + 

1:5000 

+ 

+± 

1:500 

++ 

+ + 

1:10000 

± 

+ 

1:1000 

+± 

+ + 

1:20000 

Spur 
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Tabelle II b (KomplementbindungBversuch). 


Antigen 

(Rinaer- 

serura) 

Anti¬ 
serum 
(1:10) 

Komplement 

10-proz. 

Hammel- 

blut 

5-proz. 

Ambozeptor 

(Hamolysin) 

Ergebnis 

ajaktiv b) inaktiv 

0,0001 

1,0 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0.0001 

0,8 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

0,6 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

0,5 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

0,4 

0.5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

0,3 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

02 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+e+ 

0,0001 

0,1 

0,5 

1,0 

0,002 

0 

e 

fl.ONaCl 

1,0 

0,5 

1.0 

0,002 

e 

e 

\0,0001 

1,0 NaCl 1 

0,5 

1,0 

0,002 


Kontrolle 


Die Auswertung des Antiserums gestaltet sich also analog 
der tabellarischen Aufzeichnung derart, daB fallende Mengen 
des Antiserums gegentiber einer gleicbbleibenden Antigen- 
menge bei konstantem h&molytischen System auf Bindungs- 
f&higkeit gepriift werden. Entsprechend der auch ftir die 
Prazipitationsmethode aufgestellten Eorderung, daB das zur 
Anwendung kommende Antiserum den Nachweis einer frag- 
lichen EiweiBart zum mindesten noch in einer Verdiinnung 
von 1:10000 ermoglichen muB, habe ich laut Vorschrift von 
Neisser und Sachs durchweg die Menge von 0,0001 ccm 
der homologen EiweiBart als Testdosis fur die Wertigkeit des 
Serums im Komplementbindungsversuch zugrunde gelegt. Die 
abgestuften Mengen des Antiserums bewegten sich zwischen 
0,1 und 0,01 ccm. Von der Verwendung hbherer Serumdosen 
(etw r a 0,2 ccm), wie sie Haendel und Steffenhagen in 
ihren Versuchen zur Anwendung gebracht haben, habe ich 
Abstand genommen, da ich auch bei diesen Versuchen in 
Uebereinstimmung mit Neisser und Sachs wiederum die 
von mir auch an anderer Stelle schon betonte Tatsache fest- 
stellen konnte, daB hohere Serumdosen vielfach ein geringeres 
Komplementbindungsvermogen entfalten, als die mittleren oder 
niedrigen Dosen des entsprechenden Serums. AuBerdem 
konnte ich nicht allzu selten die Beobachtung machen, daB 
diese hdheren Serummengen wegen ihrer ausgesprochenen 
antikomplementaren Eigenschaften uberhaupt nicht zur Ver¬ 
wendung gelangen konnten. Besonders das frische Kaninchen- 
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immunserum entfaltet diese antikomplementftre Wirkung viel- 
fach in ziemlich betr&chtlicher Starke. Es ist dies ein Um- 
stand, der sich indessen durch halbstQndiges Erhitzen des 
Antiserums auf 56° so gut wie regelmaBig beseitigen laBt, 
ohne daB das erhitzte Serum, von vereinzelten Fallen abge- 
seben, eine merkliche Herabminderung seiner komplement- 
bindenden Fahigkeiten erfahrt, und der mich auch veranlafite, 
fdr meine Komplementbindungsversuche zum Zweck der 
EiweiBdifferenzierung gewdhnlich das inaktivierte Immun¬ 
serum zu verwenden. Bei dem absoluten Parallelismus, den 
ich bei meinen zahlreichen vergleichenden PrBfungen in der 
Wirksamkeit des aktiven und inaktivierten Immunserums fest- 
stellen konnte, schien mir die MaBregel der Inaktivierung um 
so zweckdienlicher und gerechtfertigter, als sie ja far eine 
weitere vorteilhafte Behandlung schwachbindender Immunsera, 
auf deren Wert ich spater noch zurflckkommen werde, namlich 
fQr die Entfernung der oftmals sehr stbrend wirkenden Nor- 
malambozeptoren des Kaninchenserums, die conditio sine qua 
non darstellt. Aus rein technischen Gesichtspunkten wird das 
Immunserum nach erfolgter Inaktivierung mit NaCl auf eine 
Verdannung von 1:10 gebracht, um beim Abmessen so kleiner 
Quantitaten wie etwa 0,01 ccm, die Fehlerquellen, welche durch 
das Haften von Flassigkeit in den graduierten Kapillarpipetten 
entstehen kdnnen, nach Mdglichkeit zu verringern. 

Wie aus der tabellarischen Zusammenstellung ersichtlich 
ist, werden also fallende Mengen des Eiweifiantiserums (im 
vorliegenden Falle ein Antiserum gegen RindereiweiB) mit 
0,0001 ccm des Antigens (R.S.) und 0,5 ccm Eomplement 
(10-proz. Meerschweinchenserum) gemischt und dann im Ther- 
mostaten Vs Stunde bei 37 0 zur Bindung belassen. Nach Ab- 
lauf dieser Zeit wird das hamolytische System zugesetzt, d. h. 
1 ccm Hammelblut und 0,002 ccm hamolytischer Ambozeptor. 
— Die Menge des hamolytischen Ambozeptors wechselt natur- 
gemafi mit der Starke des einzelnen hamolytischen Immun¬ 
serums. — Nach Ablauf einer weiteren Stunde erfolgt dann 
die Ablesung des Versuchs. Zum Verstandnis der Tabelle 
sei hinzugefagt, daB nur die absoluten Mengen der einzelnen 
far die Versuchanordnung ndtigen Reagentien in die Tabelle 
eingetragen sind: die zur Erganzung auf je 1 ccm bendtigten 
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Kochsalzquantit&ten sind zur Vereiofachung der Tabelle weg- 
gelassen. 

Aus der Tabelle erkennen wir also, daB in unserem Falle 
die ^absolute Ablenkungszone u des Antiserums gegenflber der 
Antigenmenge von 0,0001 ccm zwischen 0,1 nnd 0,02 des 
nativen (bezw. 1,0 bis 0,2 des 10-fach verdflnnten) Antiserums 
gelegen ist. Bei Verwendung des inaktivierten Serums liegt 
die minimale ablenkende Dosis zwischen 0,02 und 0,03, da 
hierbei 0,02 ccm zwar noch eine ausgesprochene aber keine 
absolute Ablenknng mehr bewirken. Wie aus den am Ende 
der Tabelle angeffihrten Kontrollversuchen ersichtlich ist, zeigt 
das Antiserum selbst in der grdBten zum Versuch verwendeten 
Dosis von 0,1 ccm (= 1,0 1:10) keine die Hfimolyse hemmende 
Wirkung und auch die im Versuch verwendete Antigenmenge 
von 0,0001 ccm l&Bt jegliche antikomplement&re Eigenschaften 
vermissen. 

Neisser und Sachs fordern in ihrer schon mehrfach 
zitierten Monographic neben der Prflfung auf Bindungsf&hig- 
keit auch eine Feststellung der antikomplement&ren Wirkung 
bei s&mtlichen im Versuch verwendeten fallenden Antiserum- 
dosen. Auf Grund praktischer Erfahrungen habe ich im Laufe 
der Zeit von dieser MaBnahme Abstand genommen und mich 
in der Regel damit begnfigt, die stUrkste im Versuch ver¬ 
wendete Antiserumdosis auf antikomplement&re Wirkung zu 
kontroilieren, da nach meinen einschl&gigen Erfahrungen ein 
Fehlen antikomplement&rer Wirkung bei der st&rksten Anti¬ 
serumdosis durchweg den SchluB auf ein gleiches Verhalten 
der mittleren und schw&cheren Serum dosen zul&Bt. 

FQr den eigentlichen EiweiBdifferenzierungsversuch, d. h. 
fQr die Identifizierung einer fraglichen EiweiBart empfiehlt 
es sich nach den Angaben von Neisser und Sachs, das 
l 1 /,—2-fache Multiplum der im Auswertungsversuch festge- 
stellten minimalen Antiserummenge zu verwenden, welche mit 
0,0001 ccm des homologen Antigens noch eine komplette 
Hemmung der H&molyse bedingt. HShere Serumdosen zu 
verwenden empfiehlt sich aus zwei Grfinden nicht. Wie schon 
oben erw&hnt, zeigen h5here Serumdosen unter UmstBnden 
ein wesentlich schlechteres Bindungsverm5gen und auBerdem 
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erscheint eine zu groBe Steiger ung der Empfindlichkeit der 
Reaktion nicht zweckmflBig. 

Der Gang der Versuchsanordnung zum Zweck der Prfifung 
der Reaktionsempfindlichkeit sei in nachfolgender Tabelle illu- 
striert. Zur Erklflrung sei noch hinzugefflgt, daB sowohl fflr 
das aktive wie fflr das inaktive Antiserum 0,4 ccm der 10-fachen 
Verdflnnung des Antiserums zur Verwendung kamen. 


Tabelle III. 


Antigen 

(Binder- 

serum) 

Anti¬ 

serum 

1:10 

Kom- 

plement 

10-proz. 

Hammel- 

blut 

5-proz. 

Ambo- 

zeptor 

Ergebnis 

a) aktiv 

b) In aktiv 

0,002 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+ + + 

0,001 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

++ + 

0,0005 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+ + + 

0,0002 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+ + + 

+ + + 

0,0001 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+ + + 

0,00005 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+ + + 

+ + + 

0,00002 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 


e 

0,00001 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 

1,0 NaCl 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 

0,002 R.-Ser. 

1,0 NaCl 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 

0,001 R.-Ser. 

1,0 NaCl 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 


Erklarung der Zeichen: + + -f = komplette Hemmung; ++0 == Spur 
Hamolyse; 0 = komplette Hamolyse. 


Die Empfindlichkeitsprtlfung der Reaktion besagt uns 
also fflr diesen Fall, daB das fragliche Antigen mit Hilfe der 
Komplementbindungsmethode bei Verwendung einer Serum- 
menge von 0,04 ccm des Antiserums noch in einer Ver¬ 
dflnnung von 1:20000 (= 0,00005 ccm) in sinnfSlliger Weise 
nachgewiesen werden kann. Auch bei einer Verdflnnung des 
Antigens von 1:50000 ist bei Verwendung der genannten 
Antiserumdosis, wenigstens beim aktiven Immunserum, noch 
eine ausgesprochene Reaktion zu erkennen, wenngleich bei 
dieser Verdflnnung die Reaktion nicht mehr zu einer voll- 
st&ndigen Hemmung der Hamolyse gefflhrt hat Die Empfind¬ 
lichkeit der Komplementbindungsreaktion entspricht also in 
unserem Falle annflhernd deijenigen der Prflzipitationsreaktion 
des gleichen Antiserums, nur mit dem Unterschiede, daB bei 
der Komplementbindungsmethode eine wesentlich geringere 
Antiserummenge zur Verwendung gelangt. Die Reaktion er- 
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ffillt somit eine von Neisser und Sachs betonte Forderung, 
sie ist nicht zu empfindlich and besitzt gleichzeitig den Vor- 
teil eines wesentlich sinnf&lligeren Ausfalls. Wahrend wir bei 
Anwendnng der Prflzipitationsreaktion eine nur schwer zu 
benrteilende langsam anftretende Trflbung als Kriterium der 
positiven Reaktion in den starkeren Verdflnnungen des Antigens 
zur VerfQgung haben, die noch vielfach dazu geeignet ist, 
unsere Zweifel bezflglich ihrer Spezifitat zu erregen, gibt uns 
der sinnfailige Ausfall der Komplementbindungsreaktion, wie 
er sich bei positiver Reaktion in der Hemmung der Hamolyse 
dokumentiert, einen wesentlich geeigneteren MaBstab fflr die 
Bewertung der Reaktionsfahigkeit des einzelnen Antiserums 
ab. Vorbedingung fflr eine einwandsfreie Beurteilung des 
Resultates ist dabei naturgemflfi der Grundsatz, daB ein positives 
Resultat nur in einer vollst&ndigen Aufhebung der Hamolyse 
bezw. in dem Ungeldstbleiben des grdBten Teils der Blutkflrper- 
chen erblickt wird. 

Was die komplementbindende Wirkung prazipitierender 
Antisera im Vergleich zu ihrem Prazipitationswerte anlangt, 
so entspricht es nach meinen Erfahrungen keineswegs der 
Regel, sondern gehflrt immerhin zu den Seltenheiten, daB ein 
EiweiBantiserum von so relativ hohem Prazipitationswerte, 
wie das als Beispiel angefflhrte Antiserum 414, die Wertig- 
keit des Prazipitationstiters im Komplementbindungsversuch 
gerade eben erreicht oder doch nur um weniges flbertrifft. 
In den meisten Fallen flbertrifft die komplementbindende 
Fahigkeit der Antisera, ganz entsprechend der in der Literatur 
bestehenden Annahme, die prflzipitierende Fahigkeit um ein 
Vielfaches. In der Tat vermflchte ja auch eine so geringe 
Differenz der Reaktionsbreite im Eomplementbindungs- bezw. 
Prflzipitationsversuch eine so verhaltnismflBig komplizierte 
Versuchsanordnung wie es die Komplementbindungsreaktion 
bis zu einem gewissen Grade doch immerhin darstellt, kaum 
zu rechtfertigen und man kflnnte mit Recht einwenden, wozu 
die wesentlich kompliziertere und an Fehlerquellen demgemflB 
eventuell reichere Methode anwenden, wenn wir auf dem alten 
bewflhrten Wege dasselbe zu erreichen vermflgen. 

Gerade die grdflere Reaktionsbreite und Feinheit der 
Komplementbindungsmethode sind es ja, welche der neuen 
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Methode den Weg ebnen sollen, da gerade diese Eigen- 
schaften geeignet sind, ein Aequivalent fttr die kompliziertere 
Technik abzugeben. Die Befnnde von H a e n d e 1 und 
Steffenhagen scheinen in dieser Hinsicht ja allerdings 
nicht gerade geeignet, den Beweis fflr die stets betonte und 
gertlhmte grSBere Feinheit der Komplementbindungsmethode 
aU EiweiBdifferenzierungsmethode zu erbringen. Im Gegen- 
teil! Unter 17 von den genannten Autoren im Komplement- 
bindnngsversnch ausgewerteten EiweiBantisera, welche, von 
einer einzigen Ansnahme abgesehen, doch durchweg die 
immerhin hohen Prftzipitationswerte von 1:10000—1:50000 
zeigten, hat keines der auch von Neisser und Sachs auf- 
gestellten Kardinalforderung gentlgt, daB das fragiiche Antigen 
mit optimalen Serummengen noch in einer Verdflnnung von 
mindestens 1:10000 mit Sicherheit, d. h. durch das voll- 
st&ndige Ausbleiben der H&molyse nachweisbar sein mufi. 
Keines der von den Autoren untersuchten Sera hat in irgend- 
einer Dosis zwischen 0,2 und 0,1 mit der Antigenmenge von 
0,0001 eine komplette Hemmung der Hamolyse bewirkt- Die 
optimalen AusschlSge schwankten in diesen Reihen nach An- 
gabe der Autoren gegenttber der genannten Antigenmenge 
zwischen starker und schwacher Lysis. 

Schon an anderer Stelle habe ich darauf hingewiesen, 
daB ich Erscheinungen, wie die von Haendel und Steffen¬ 
hagen geschilderten, wohl vereinzelt beobachtet habe, daB 
aber die Befunde der genannten Autoren, namentlich was 
Haufigkeit anlangt, im allgemeinen doch in erheblichem Gegen- 
satz zu meinen eigenen Feststellungen stehen. Man sollte 
nach den Befunden von Haendel und Steffenhagen fast 
annehmen, daB ein hohes KomplementbindungsvermOgen bei 
Seren von hohem Pr&zipitationswerte geradezu als eine Aus- 
nahme gelten miiBte, wfihrend eine erhebliche Differenz in 
diesen beiden Potenzen des Serums gewissermaBen als die 
Regel zu gelten hatte. Haendel und Steffenhagen 
glauben sich auf Grund ihrer Versuchsergebnisse ja auch zu 
dem SchluB berechtigt, daB es sich bei der von ihnen er- 
wahnten Beobachtung, wonach empfindliche pr&zipitierende Sera 
nur geringe komplementbindende Wirkung entfalten kOnnen, 
nicht etwa um eine vereinzelte oder seltene Erscheinung ge- 
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handelt hat, sondern daB solche Sera anscheinend sogar ver- 
h&ltnismftBig hftufig vorkommen. DaB anch Antisera vor- 
kommen, welche im Vergleich zn ihrer pr&zipitierenden 
Wirknng ein st&rkeres komplementbindendes VermOgen ent- 
falten kOnnen, wenn diese Eigenschaften vielleicht anch nicht 
bei jedem pr&zipitierenden Antiserum ohne weiteres voraus- 
gesetzt werden darf, das wird ja anch von Haendel und 
Steffenhagen zugegeben. 

Schon weiter oben habe ich ausgefflhrt, daB die Er- 
scheinung, wonach die komplementbindende Wertigkeit eines 
Antiserums eben der pr&zipitierenden Valenz entspricht oder 
sie doch nur um weniges fibertrifft, wesentlich seltener zur 
Beobachtung kommt, als der umgekehrte Vorgang, daB ein 
Antiserum von m&Biger Pr&zipitationsst&rke eine um das 10- 
bis 50-fache st&rkere komplementbindende Wirkung entfaltet. 
Ein besonders eklatantes Beispiel der letzteren Art sei im 
nachfolgenden Versuch illustriert. 


Tabelle IV a. Prazipitationsversuch. 

0,1 ccm unverdimntes Antiserum 365, prkzipitiert. 


Verdiinnung 
des Antigens 

Eigelb vom Huhn 

Verdiinnung 
des Antigens 

Eigelb vom Huhn 

nach5Min. 

nach20Min. 

nach5Min. 

nach20Min. 

1:100 

+ + ± 

+++ 

1:4000 

+ ± 

++ 

1:500 

++± 

+ + + 

1:5000 

+ 

+ + 

1 :1000 

++ 

++± 

1:10000 

Spur 

± 

1 :2000 

++ 

++ 

1:20000 

0 

0 


Tabelle IVb. Komplementbindungsversuch. 


Antigen, 
Eigelb 
vom Huhn 

Anti¬ 

serum 

1:10 

Kom- 

plement 

10-proz. 

Harnmel- 

blut 

5-proz. 

Ambo- 

zeptor 

Ergebnis 

a) aktiv b) inaktiv 

0,0001 

1,0 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

0,8 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

0,6 

0,5 

1,0 

0,002 

+ + + 

+ + + 

0.0001 

0,5 

I 0,5 

1,0 

0,002 

+ + + 

+++ 

0,0001 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

0,3 

1 0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

0,2 

1 0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

0,1 

1 0,5 

1,0 

0,002 

++e 

+ 00 

1,0 NaCl 

1,0 

1 0,5 

1,0 

0,0o2 

e 

0 

1,0 NaCl 

0,5 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

0 

0,0001 

1,0 NaCl 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

0 
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Die Answertung ergibt nach vorstehender Tabelle als 
miniraale noch vollst&ndig hemmende Antiserumdosis ffir 
aktives und inaktives Serum die Dosis von 0,02. Die n&chst 
niedrige Dosis bewirkt gegentiber der Antigenmenge von 
0,0001 nnr noch eine mehr oder minder Starke partielle 
Hemmung der Hfimolyse. Verwenden wir, ausgehend von 
dem Grundsatz, daB die doppelte, minimal hemmende Dosis 
fflr die Wertigkeitsbestimmnng Anwendung finden soil, ffir 
die Empfindlichkeitsprfifung der Reaktion 0,04 des frischen 
bezw. inaktivierten Serums, so ergibt sich nachfolgendes 
Resultat. 


Tabelle IV c. 


Antigen, 

Eigelb 

Anti¬ 

serum 

1:10 

Kom- 

plement 

10-proz. 

Hammel- 

blut 

5-proz. 

Ambo- 

zeptor 

Ergebnis 

a) aktiv 

b) inaktiv 

0,002 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,001 

0,4 

0,5 

1,0 

0.002 

+++ 

+++ 

0,0005 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0002 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,0001 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+ + + 

0,00005 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,00002 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,00001 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,000005 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+++ 

0,000002 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

++e 

+ +e 

0,000001 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+« 

e 

0,002 

1,0 NaCl 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 

1,0 NaCl 

0,4 

0.5 

1,0 

0,002 

e 

e 


Ein kurzer Blick auf die letzten drei Tabellen belehrt 
uns rait Klarheit fiber die erheblichen Unterschiede in der 
Reaktionsbreite ein und desselben EiweiBantiserums im Prfi- 
zipitations- bezw. Komplementbindungsversuch, wobei fttr den 
letzteren Fall eine fast 50-fach st&rkere Reaktionsbreite er- 
zielt werden konnte, wie bei der Pr&zipitation und noch dazu 
mit einer Serumdosis, welche um mehr als die H&lfte niedriger 
ist, als die im Uhlenhuthschen Versuch verwendete. 

Es wfirde naturgem&B zu weit ffihren, alle die zahl- 
reichen Auswertungsversuche, die, von kleinen Abweichungen 
abgesehen, stets zu denselben prinzipiellen Ergebnissen ge- 
ffihrt haben, im Detail wiederzugeben, und ich kann mich wohl 
darauf beschrfinken, zum Vergleich die wesentlichen Daten 
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einer grflBeren Anzahl von Antiseris tabellarisch aneinander 
zn reihen. 

TabeUe V. 


6 

S 

3 

i-i 

£ 

Antigen 
der Vor- 

Prazipitationstiter des 
Antiserums 

Minim, kompl. 
hemmende 
Dosis 

Empfindlichkeit der 
Komplementbindungs- 
reaktion 

Ergebnis 

behand- 

lung 



des Serums 

Serumdosis 

Antigen- 

dosis 

1 ccm 




nach 5 Min. 

nach 20 Min. 

aktiv 

inakt. 

aktiv 

inakt. 

aktiv 

inakt. 

291 

Pferde- 

serum 

1: 5000+ 
1:10000+ 

1: 5000+ + 
1:10000+ 

0,02 

0,02 

0,04 

0,04 

1: 50000 
1:100000 

+++ 

++© 

+ + + 
+ +# 

%iO 

Eigelb 

1: 5000+ 
1:10000+ 

1: 5 000+ + 
1:10000+ 

0.01 

0,01 

0,03 

0,03 

1:100000 

1:200000 

+++ 

+ + + 

383 

Binder- 

serum 

1: 5000+ 
1:10000+ 

1: 5 000+ + 
1:10000+ 

0,02 

0,02 

0,04 

0,04 

1:100000 

1:200000 

+ + + 
+© 

+ + + 

349 

Pferde- 

serum 

1: 5000+ 

1:10 0000 

1: 5000+ + ' 
1:10000+ 

0,01 

0,01 

0,03 

0,03 

1: 50000 
1:100000 

+ + + 
+ +© 

+ + + 
+ +« 

364 

Eigelb 

1: 5 000+ 
1:10000© 

1: 5 000+ 

1:10000+ 

0,02 

0,02 

0,04 

0,04 

1:200000 

1:500000' 

+ + + 
+ ++i 

+ + + 
+ + + 

365 

dgl* 

1: 5000+ 
1:10000+ 

1: 5 000+ + 
1:10000+ 

0,02 

0,02 

0,04 

0,04 

1:200000+ + + 
1:500000j ++© 

+ + + 
+ +* 

414 

Binder- 

serum 

1:10000+ 

1:20000+ 

1:10000+ 

1:20000+ 

0,02 

0,03 

0,04 

0,04 

1: 20 000 + + + 
1: 40 OOOj +© 

+ + + 
+e 

357 

Nieren- 

eiweiS 

1: 5000+ 
1:10000+ 

1: 5000+ + 
1:10000+ 

0,04 

0,04 

0,06 

0,06 

1: 50 <XX) + + + 
1 : 100000 ++© 

+ + + 
++© 

356 

Rinder- 

Berum 

1: 1000+ 
1: 5000© 

1: 1 000+ + 
l: 5000+ 

0,03 

0,03 

0,04 

0,04 

1: 50000 + + + 
1:100000 +© 

+++ 

+e 

366 

dgl. 

1: 1000+ 
1: 5 OX) © 

1: 1000+ + 
1: 5000© 

0,035 

0,035 

0,05 

0,05 

1 : 511 000 4 — | — F 
1 : 100 000 +© 

++ + 
+© 

329 1 Ascites v. 
Menschen 

1 : 10000+ 

1 : 20000+ 

1:10000+ + 
11:20000+ 

0,02 

| 

0,02 

0,03 

0,03 

1:200000+ + + 
1 : 300 000 ++© 

++ + 
++© 

449 

Pferde- 

serum 

1: 5 000+ 
1:10000+ 

1: 5000+ + 
1:10000+ 

0,01 

0,01 

0,03 

0,03 

j 

1: 20000 + + + 
1: 50000 ++© 

+++ 
+ +© 

451 

dgl. 

1: 5000+ 
1: 10000+ 

1: 5 00O+ + 
1 : 10000+ + 

0,01 

j 

0,01 j 

0,03 

0,03 ! 

1 

1 : 50 000 + + + 
l:10OOO0 ++© 

+ + + 
++© 

452 

1 

dgl. 

1: 5000+ 
1:10000+ 

1 : o 000 4—F 
1:10000+ 

0,01 

0,01 

0,03 

1 

0,03 

1 : 100000 + + + 

1 : 200 000 ++© 

-+ + 
+ +© 

4S0 1 

Eigelb 

1 : 5000+ 
1:10000+ | 

1: 5000+ + , 
,1:10000+ | 

0,01 

0,01 

0,02 

0.02 

1 : 200 000 + + + 
1 : 500000 ++© 

+ + + 
+ +© 


Erklarung der Zeichen fur Tabelle V und VI. 

a) Prazipitationsvereuch (Rubr. 3) ++ = scharfe Ringbildung mit 
starkem Niederschlag; + = scharfe Ringbildung mit maBigem Niederschlag. 
± = diffuse Triibung. T = hauchformige Triibung. 0 = keine Priizipitation. 

b) Komplementbindungsversuch (Rubr. 5) + + + = kompl. Hemmung. 
+ -f e = Spur Hamolyse. +6 = fast komplette Hiimolyse. 0 = komplette 
Hamolyse. 
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Tabdle VI. 


Serum No. 

Antigen 
der Vor- 
behand- 
lung 

Prazipitationstiter dee 
Antiserums 

Minimal 
komplett 
hemmende 
Dosis des 
Serums 

Empfindlichkeit der 
Komplementbindungs- 
reaktion 

Ergebnis 

Serum dosis 

Antigen- 

dosis 

1 ccm 

nach 5 Min. 

nach 20 Min. 

aktiv 

inakt. 

aktiv 

inakt. 

aktiv 

inakt. 

i 

479 

Eigelb 

1: 5000+ 

1: 5 000+ + 

0,01 

0,01 

0,03 

0,03 

1: 

200000 

+ + + 4- + 4- 



1:10000+ 

1:10000+ 





1: 

500000 

1 ++e 

++e 

492 

Pferde- 

1: 5 000+ 

1: 5 000+ + 

0,02 

0,02 

0,03 

0,03 

1: 

100000 

!+++! 

+++ 


serum 

1:10000+ 

1:10000+ 





1: 

200 000 

j + +$ 

+ +« 

493 

dgl. 

1: 5 000+ 

1: 5000+ + 

0,03 

0,03 

0,03 

0,03 

1: 

50000 

+ + + !+ + + 



1:100006 

1:10000+ 





1: 

100000 

i ++e 

+ +« 

468 


1: 1000+ 

1: 1000+ + 

0,02 

0,03 

0,03 

0,03 

1: 

50000 

!+ + + , + + + 



1: 5000+ 

1: 5000+ 





1: 

100000 

I +6 i 

1 e 

296 

Hammel- 

1: 5 000+ 

1: 5000+ + 

0,02 

0,03 

0,04 

0,04 

1: 

100000 

IH—1—(“ -I—1—h 


serum 

1:10000+ 

1:10000+ 





1: 

200000 

+ +6 

+ +e 

269 

Pferde- 

1: 5 000+ + 

1: 5 000+ + 





1: 

50000 

+ + + 

+++ 


serum 

1:10000+ 

1:10000+ + ! 

0,03 

0,03 

0,04 

0,04 

1: 

100 000 

+ +6 

■ ++e 

291 

dgi. 

1: 5000+ 

1: 5 000+ + 

0,01 

0,02 

0,02 

0,04 

1: 

50000 

+ + + 

+ + + 



1:10000+ 

1:10000+ 





1: 

100000 

| ++6 

I ++« 

342 

Eigelb 

1: 5 000+ 

1: 5000+ + 

0,01 

0,01 

0,03 

0,03 

1: 

500 000 

:+++ 

I + + + 



1:10000+ 

1:10000+ 





1: 

1000 000 ! 

e 

e 

312 

Schweine- 

1: 1000+ 

1: l (XX)+ + 

0,03 

0,03 

0,05 

0,05 

1: 

20000] 

+++ 

+++ 


serum 

1: 50006 

1: 5 000+ 





1: 

50000 

+6 

e 

369 

Hamm el- 

1: 5000+ 

1 : 5 000-|—h 

0,02 

0,01 

0,04 

0,03 

1: 

50000 

+ +6 

+++ 


serum 

1 = 10000+ 

1 = 10000+ + 





1: 

100000, 

+6 

! + -f-0 

383 

Binder- 

1: 5000+ 

1: 5 000+ 

0,02 

0,02 

0.04 

0,04 

1: 

100000 

+ + + + + + 


serum 

1:10000+ 

1 = 10000+ 





1: 

200000 

+ +6 

: +6 

403 

Schweine- 

1: 5 000+ 

1: 5 000+ 

0,02 

0,02 

0,04 

0,04 

1: 

50 000 

+ + + 

+ + x 


serum 

1:10000+ 

1 = 10000+ 





1: 

100 000 1 

+6 

+6 

407 

Pferde- 

1: 5 000+ 

1: 5 000+ + 

0,02 

0,02 

0,04 

0,04 

1: 

200000' ++ + 

+ + + 


serum 

1:10000+ 

1 = 10000+ 





1: 

500 000 i 

+6 

+t» 

329 

Ascites v. 

1:10000+ 

1:10000+ + 

0,02 

0,02 

0,03 

0,03 

1: 

200000 ! 

+ + + 

+ + + 


Mensch 

1:20000+ 

1 =20000+ 





1: 

500000 

e 

e 

477 

Eigelb 

1: 2 000+ 

1: 2 000+ + 





1: 

50000 

+++ 

+ + + 



1: 5 000+ 

1: 5 000+ 

0,005 

0.005 

0,02 

0,02 

1: 

100000' 

+ +6 I 

+ +6 

404 

Pferde- 

1: 5 000+ 

1: 5 000+ 

0,035 

0,035 

0,05 

0,05 

1: 

50000! 

+ + + ! 

, + + -r 


serum 

1 = 10000+ 

1:10000+ 





1: 

100 000 j 

+ +6 

1 ++« 

491 

dgl. 

1: 5000+ 

1: 5 (k Hi+ + 


0,02 

0,04 

0,04 

1: 

50 000! 

+ + + + + + 



1:10000+ 

1 = 10000+ 

0,025j 




1: 

100000, 

e 

1 ^ 


Angesichts von Versuchsergebnissen, wie ich sie in den 
beiden vorstehenden Tabellen (Tabelle V und VI) niedergelegt 
habe, scheint mir indessen die Annahme, als ob man mit 
einem verh&ltnismaBig h&ufigen Vorkommen von Antieiweifl- 
seris zu rechnen hatte, welche bei hohem Pr&zipitationswerte 
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keine Oder doch keine nennenswerte komplementbindende 
Kraft zu entfalten vermOchten, doch nicht so gerechtfertigt, 
wie es nach den Angaben von Haendel nnd Steffenhagen 
den Anschein erwecken kSnnte. Wenn Haendel und 
Steffenhagen auch zugeben, dafi Antieiweifisera vorkommen, 
welche im Vergleich zu ihrer pr&zipitierenden Wirkung eine 
starkere komplementbindende Kraft entfalten kdnnen, so ge- 
schieht dies doch nur unter der Einschr&nkung, dafi diese 
Eigenschaft aber nicht ohne weiteres bei jedem pr&zipitieren- 
den Serum vorausgesetzt werden darf, eine Einschr&nkung, die 
im Hinblick auf die an 17 Antieiweifisera von den genannten 
Autoren gewonnenen Resultate die Vermutung zul&Bt, als ob 
starke komplementbildende Kraft bei hoher pr&zipitierender 
Wirkung geradezu als die Ausnahme zu betrachten w&re, 
wfihrend geringe Bindungsf&higkeit als die Regel zu gelten 
h&tte. Bei aller Wfirdigung der Befunde von Haendel und 
Steffenhagen, die ich, wie schon an anderer Stelle erw&hnt, 
in ganz vereinzelten F&llen selbst best&tigen konnte, mochte 
ich unter Hinweis auf meine Tabellen entschieden betonen, 
dafi das Gros meiner Befunde doch immerhin im Sinne der 
alten Anffassung spricht, wonach die Komplementbindungs- 
reaktion auch bei Antieiweifiseris als die feinere Methode, und 
ihr Geltungsbereich als der grofiere anzusehen ist. 

Es ist mir angesichts meiner eigenen Versuchsergebnisse, 
die ich naturgem&fi durch zahlreiche weitere Auswertungs- 
protokolle erg&nzen kdnnte, kaum verst&ndlich, wie Haendel 
und Steffenhagen einen soerheblichen Prozentsatz schlecht- 
bindender Antisera feststellen konnten, und trotz mehrfacher 
einschl&giger Versuche vermag ich mir die erheblichen Diffe- 
renzen zwischen den Angaben der genannten Autoren und 
meinen eigenen Feststellungen nur schwer zu erklfiren. Die 
Annahme eines Zufalles, wonach Haendel und Steffen¬ 
hagen gerade Sera der einen, ich solche der anderen Kategorie 
in Hfinden gehabt h&tten, vermag selbstverst&ndlich eine be- 
friedigende Erkl&rung nicht zu geben. Den 17 von den ge¬ 
nannten Antoren ausgewerteten Antieiweifiseris mit fast durch- 
weg hohem Prfizipitationsvermdgen, von denen auch nicht ein 
einziges eine wirklich nennenswerte komplementbindende Kraft 
entfaltete, stehen in meinen Versuchen 30 Antisera gegenflber, 
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welche, bei teils hoherem, teils maBigem Prftzipitationstiter, 
durchweg ein gutes, in vielen Fallen sogar ein ganz betrficht- 
liches und jedenfalls um ein Vielfaches hdheres Komplement- 
bindungsvermdgen im Vergleich zu ihrer prizipitierenden 
Eigenschaft aufwiesen. Die Erscheinung, daft ein Antiserum 
bei der Auswertung gegenQber der Antigenmenge von 0,0001 
ccm in kleiner Dosis zwischen 0,1 und 0,01 eine komplette 
Hemmung der Hamolyse bedingte, ist mir bei keinem der 
vorstehend aufgeftihrten 30 Antisera, welche wahllos aus meinen 
einschiagigen Versuchsprotokollen zusammengestellt sind, be- 
gegnet. Bei den meisten der ausgewerteten Sera lag die 
minimale Serumdosis, welche mit der oben angegebenen An¬ 
tigenmenge noch eine komplette Hemmung der Hamolyse er- 
gab, bei 0,02, wahrend hShere Antiserumdosen, wie 0,03 oder 
0,04, nur relativ selten zur Anwendung kommen muBten. Nicht 
allzu selten war selbst bei einer Antiserumdosis von 0,01 ccm 
und vereinzelt sogar mit einer solchen von 0,005 ccm eine 
komplette Hemmung gegenfiber der Antigendosis von 0,0001 
zu beobachten. Durchschnittlich lag also die minimale kom- 
plementbindende Antiserummenge fflr die fragliche Antigen¬ 
dosis zwischen 0,03 und 0,01 ccm. Fflr die Starke der kom- 
plementbindenden Wirkung der einzelnen Antisera konnte ich 
im allgemeinen die auch von Haendel und Steffenhagen 
gemachte Beobachtung bestatigen, wonach die „starksten Aus- 
schiage von auch hinsichtlich ihrer prazipitierenden Fahigkeit 
wirksameren Seris tt erhalten wurden, ohne dafi sich jedoch gesetz- 
maBige Beziehungen zwischen den beiden Valenzen der Anti¬ 
sera und ein absoluter Parallelismus zwischen Prflzipitations- 
starke bzw. PrflzipitatgroBe und komplementbindender Fahig¬ 
keit feststellen liefi. 

Was die Empfindlichkeitsprflfnng der Antisera anlangt, 
die sich jeweils an den eigentlichen Auswertungsversuch an- 
schloB, so habe ich hierfiir, wie schon frflher erwahnt, nach 
dem Vorgang von Neisser und Sachs und deren Mitarbeiter 
meist die 1 1 / J —2-fache Menge derjenigen Antiserumdosis ver- 
wendet, welche mit 0,0001 ccm des Antigens eine komplette 
Hemmung der Hamolyse ergeben hat. Die Empfindlichkeits- 
prufung wurde dabei stets gegenhber fallenden Antigenreihen 
von 0,01 bis 0,000001 ccm vorgenommen. Hinsichtlich der 
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Reaktionsbreite bedttrfen die genauen tabellarischen Angaben 
far die einzelnen Antisera wohl kaum eines Eommentars; hin- 
zugefflgt sei nur das eine, daB ich bei diesen Versuchsreihen 
mit den durch den Auswertungsversuch festgestellten optimalen 
Sernmmengen fast durchweg regelm&Bige Reiben erhielt, bei 
denen, genau wie in den Versuchen von Haendel und 
Steffenhagen, den fallenden Antigenmengen eine ab- 
nehmende Komplementbindung entsprach. Auch mir sind 
dabei, analog den Feststellungen der genannten Autoren, Er- 
scheinnngen unterlaufen, wonach gegen die st&rkeren Antigen¬ 
mengen aberhaupt keine oder doch eine weniger ausge- 
sprochene Komplementbindung auftrat,. wie gegenbber den 
schw&cheren Antigenkonzentrationen. Dafi bei Wechselwirkung 
zwischen Antigen und Antiserum im Komplementbindungs- 
versuch optimale VerhSltnisse in Frage kommen, die natur- 
gem&B far das eine Serum eine groBere Rolle spielen kdnnen 
als fUr das andere, ist eine l&ngst bekannte, auch von 
Haendel und Steffenhagen neuerdings wieder hervor- 
gehobene Erfahrungstatsache, die kaum einer weiteren Er- 
orterung bedarf. 

Ganz besonders auff&llig erscheinen dann aber weiterhin 
die Angaben von Haendel und Steffenhagen, wonach 
die von den genannten Autoren untersuchten Antisera nicht 
nur gegenttber der Antigendosis von 0,0001 keine komplette 
Hemmung der H&molyse bewirkten, sondern daB selbst der 
10-fach kleineren Antigendosis von 0,001 gegenOber nur ein 
Teil der Antisera mit kompletter Hemmung in Reaktion trat, 
wShrend die ttbrigen wiederum nur mehr oder weniger voll- 
standige Hemmungen bedingten. Eine ErklErung far diese 
auff&llige Erscheinung, daB eine so grofie Anzahl von hoch- 
wertigen pr&zipitierenden Seris nur eine verh&ltnism&Big ge- 
ringe komplementbindende Wirkung entfaltete, vermogen 
Haendel und Steffenhagen nicht zu geben, sie mussen 
sich lediglich mit dem Hinweis auf khnliche von ihnen auch an 
Immunseris anderer Art gemachten Beobachtungen begnttgen. 

Wie ich schon mehrfach betont babe, sind mir, wenn 
auch natarlich ganz vereinzelt, ebenfalls solche EiweiBantisera 
vorgekommen, welche trotz hohen Prazipitationsverm8gens far 
den Nachweis des fraglichen Antigens im Komplementbindungs- 
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versuch durchaus unbranchbar erschienen. Ehe ich auf die 
Frage nach der Ursache dieser eigentttmlichen Erscheinung 
des n&heren eingehe, mdchte ich zun&chst die Versuchanord- 
nungen bei zwei eklatanten Beispielen dieser Art in extenso 
wiedergeben. 


a) Prazipitationsversuch. 

Tabelle YII (Versuch vom 25. IV.). 

0,1 ccm unverdiinntes Ascitesantiserum 375 prazipitiert. 


Verdiinnung 
des Antigens 

Ascites vom Menschen 

Verdiinnung 
des Antigens 

Ascites vom Menschen 

n. 5 Min. 

n. 20 Min. 

n. 5 Min. 

n. 20 Min. 

1: 100 

++ 

■+ + ± 

1: 4000 

+ 

+ + 

1: 500 

++ 

+ + 

1: 5000 

+ 

+ + 

1:1000 

+± 

+ + 

1:10000 

4- 

+ ± 

1:2000 

+± 

+ -F 

1:20000 j 

Spur 

+ 


b) Komplementbindungsversuch (25. IV.). 


Antigen 

Ascites 

Anti¬ 

serum 

1:10 

Komplement 

10-proz. 

Hammel- 

blut 

5-proz. 

Ambozeptor 

Hamolysin 

Ergebnis 

a)aktiv 

b) inaktiv 

0,0001 

1,0 

0,5 

1,0 

0,002 

+e 

+e 

0,0001 

0,8 

0,5 

1,0 

0,002 

+e 


0,0001 

0,6 

0,5 

1,0 

0,002 

+e 

+« 

0,0001 

0,5 

0,5 

1,0 

0,002 

+e 

+e 

0,0001 

0,4 

0.5 

1,0 

0,002 

+e 

+e 

0,0001 

0,3 

0,5 

1,0 

0,002 

6 

e 

0,0001 

0.2 

0.5 

1,0 

0,002 

e 

e 

0,0001 

1,0 Nad 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 

1,0 Nad 

1,0 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 


Die vorstehenden Auswertungstabellen illustrieren in an- 
scbaulicher Weise die von Haendel und Steffenhagen 
bei ihren Antiseris fast regelmSBig gemachten Beobachtungen, 
daB ein hochwertiges pr&zipitierendes Antiserum, welches noch 
dazu eine ganz betrachtliche Pr&zipitationsstftrke anfweist, im 
Komplementbindungsversuch so gut wie vollkommen versagt, 
und daB es den Nachweis der tlblichen Antigenmenge von 
0,0001 nicht mehr in einwandfreier Weise ermSglicht. Keine 
der angewandten Serumdosen von 0,1 bis 0,01 zeigte in der 
Tat mit der Antigenmenge von 0,0001 eine auch nur nennens- 
werte, geschweige denn eine komplette Hemmung der H&molyse. 

Das Ungewohnte dieses Versuchsergebnisses veranlafite 
mich im Hinblick auf die von den verschiedensten Autoren 
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and aach von mir selbst bei der W&ssermannschen Re- 
aktion gemachten Erfahrungen fiber die Bedeutung des Kom- 
plementes ffir das Endergebnis der Reaktion, welche ich auf 
dem Gebiete der Eiweifidifferenzierung vermittelst des Kom- 
plementbindnngsverfahrens schon mehrfach hatte bestfitigen 
konnen, das Antiserum mit einem neuen Komplementserum 
auszuwerten, da wohl zu erwarten war, dafi die auf dem Ge¬ 
biete der Wassermannschen Reaktion gemachten ein- 
schlfigigen Beobachtungen auch auf dem Gebiete der Eiweifi¬ 
differenzierung Geltung haben mttfiten. Wie ich vor knrzem 
an anderer Stelle ansgeffihrt babe, konnte ich in Ueberein- 
stimmung mit Browning nnd Mac Kencie, Marg. Stern 
und anderen durchaus die Erfahrung bestfitigen, dafi wir je 
nach der Ablenknngsffihigkeit des jeweils zum Versuch ver- 
wendeten Komplementes (leicht und schwer deviable Komple- 
mente!) bei durchans gleichem hfimolytischen Vermfigen mit 
einer grdfieren oder geringeren Reaktionsbreite ein und des- 
selben Serums zu rechnen haben, und dafi diese Differenz 
gegebenen Falles soweit gehen kann, dafi das gleiche Serum 
mit dem einen Komplement positiv und mit dem anderen 
negativ reagiert. Mebrfache mit Antieiweifiseris gemachte ein- 
schlfigige Vergleichsversuche hatten mir die Bedeutung der 
Deviabilitftt der einzelnen Eomplemente ffir die Reaktions¬ 
breite der Antisera auch im Eiweifidififerenzierungsversuch dar- 
getan und die nachfolgende Auswertungstabelle mag als 
Illustration ffir diese Erscheinung dienen. 


Eraeuter Auswertungsvereuch des Antiserums 375 vom 26. IV. 

TabeUe VIII. 


Antigen 
Ascites ▼. 
Mensch 

Anti¬ 

serum 

1:20 

Komplement 

10-proz. 

Hammel- 

blut 

5-proz. 

Ambozeptor 

Hamolysin 

Ergebnis 

a)aktiv 

b) inaktiv 

0,0001 

1,0 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

+ 4 + 

0,0001 

0,8 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

444 

0.0001 

0,6 

0,5 

1,0 

0,002 

+ 4* 4- 

444 

o;oooi 

0,5 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

444 

0,0001 

0.4 

0,5 

1,0 

0,002 

+++ 

444 

0,0001 

0,3 

0,5 

1,0 

0,002 

+ + + 

444 

0,0001 

0,2 

0,5 

1,0 

0.002 

+ + + 

444 

0,0001 

0,1 

0,5 

1,0 

0,002 

+ 

44« 

l,0Na(3 

1.0 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 

0,0001 

1,0 NaCl 

0,5 

1,0 

0,002 i 

e 

e 
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Die tabellarischen Aufzeichnungen entsprechen dem Stand 
des Versuches eine Stunde nach Zusatz des hftmolytischen 
Systems. Im Verlauf der weiteren Beobachtung des Versuches 
ergab sich noch eine weitere Verschiebung der Versuchs- 
resultate insofern, als namentlich bei den geringeren Anti- 
serumdosen eine zum Teil nicht unerbebliche Nachldsung ein- 
trat, die indessen auch bei den st&rkeren Dosen nicht voll- 
kommen fehlte. Eine unmittelbar an den Auswertungsversuch, 
unter Verwendung des gleichen Komplementes angeschlossene 
Empfindlichkeitsprttfung ergab mit einer als optimal gew&hlten 
Serumdosis von 0,03 gegenflber einer Antigenreihe von 0,01 
bis 0,000001 ccm eine komplette Hemmung der HSmolyse bis 
zur Antigendosis von 0,00005 (gleich Verdtinnung 1:20000 des 
Antigens) und selbst bei einer Verdtinnung von 1:100000 des 
Antigens noch eine ausgesprochene (==++e) Hemmung der 
HSmolyse. Auch bei dieser Empfindlichkeitsprftfung war im 
tibrigen die Beobachtung zu machen, daB ungef&hr 1 Stunde 
nach dem definitiven Abschlufi des Versuches eine mehr Oder 
minder starke, namentlich in den schw&cheren Antigenkon- 
zentrationen ausgepr&gte Nachldsung eintrat. 

Diese zum Teil sogar nicht unbetrfichtlichen Nachldsungen 
bei einem an sich gut deviablen Komplement mufiten den Ge- 
danken nahelegen, daB noch ein weiterer der Bindungsf&higkeit 
des Antiserums antagonistischer Faktor von EinfluB auf den 
Ausfall der Reaktion sein kdnnte. Das Kaninchenserum be* 
sitzt ja bekanntlich Normalambozeptoren gegen Hammelblut 
in wechselnder Menge, eine Tatsache, die nicht immer ohne 
EinfluB auf die Reaktion sein kann, da hierdurch nicht gerade 
allzu selten eine unerwtinschte Empfindlichkeit des hfimolyti- 
schen Systems herbeigeftihrt wird. AuBerdem wflre immerhin 
in ErwSgung zu ziehen, ob nicht Faktoren vom Charakter der 
Komplementoide Oder die Komplementoide selbst im einen 
oder anderen Fall auch bei AntieiweiBseris eine Verschleierung 
der positiven Reaktion bedingen kdnnten, so etwa, wie dies 
Wechselmann ftir die Wassermannsche Reaktion bei 
sicherem Luetikerserum beschrieben hat. 0. Rossi und un- 
abhangig von ihm Jacobaeus und Mintz haben nun vor 
einiger Zeit ein Verfahren angegeben, um die stOrenden 
Spontanambozeptoren aus dem menschlichen Serum zu ent- 
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fernen, ein Verfahren, bei welchem nach Angabe der Autoren 
die Komplementoide gleichzeitig aus dem Serum mit entfernt 
werden sollen. Im Hiublick auf die immerhin beachtenswerten 
Ergebnisse der Autoren, auf deren Bedeutung fflr die Lues- 
diagnose ich demnSchst an anderer Stelle an Hand eigener 
einschlSgiger Versuche zurflckkommen werde, babe ich den, 
wie ich gleich vorausschicken mflchte, mehrfach erfolgreichen 
Yersuch gewagt, die Methode auch auf gutpr&zipitierende aber 
dabei schlechtbindende Antisera anzuwenden. Ich werde auf 
die Methode, deren Prinzip — die Absorption der Ambo- 
zeptoren durch die im h&molytischen Versuch verwendete 
Blutart — ich wohl als bekannt voraussetzen darf, demn&chst 
bei meinen einschiagigen Untersuchungen auf dem Gebiete 
der Wassermannschen Reaktion zurflckkommen, und kann 
mich an dieser Stelle wohl darauf beschr&nken, einige in 
praxi gewonnene Ergebnisse, welche den Effekt dieser Methode 
zu illustrieren geeignet sind, tabellarisch wiederzugeben. Hin- 
zugefflgt mag noch werden, dafi die Entfernung der Ambo- 
zeptoren naturgem&B nur aus inaktiviertem Serum erfolgen 
kann. Die Inaktivierung des Serums hat aber, wie ich in 
Wiederholung frflher gemachter Angaben betonen mdchte, 
dabei in den meisten Fallen keinen Oder wenigstens keinen 
nennenswerten EinfluB auf die Reaktionsstarke der Antisera. 

Auswertungsversuch des Antiserums 375 vom 24. IV. 

a) Prazipitation: siehe Tabelle VII. 

b) Komplementbindungsversuch: 

Tabelle IX. 


Antigen 
Ascites von 
Menschen 

Anti¬ 

serum 

1:20 

Kom- 

plement 

10 -proz. 

Hammel- 

blut 

5-proz. 

Ambo- 

zeptor 

(Hamo- 

lysin) 

Ergebnis 

inak- 

tiviert 

mit Blutkorp. 
digeriert 

0,0001 

1,0 

0,5 

1,0 

0,002 

+e 

+ + + 

0,0001 

0,3 

0,5 

1,0 

0,002 

+e 

+ + + 

0,0001 

0,6 

0,5 

1,0 

0,002 

+e 

+ + + 

0,0001 

0,5 

0,5 

1,0 

0,002 

+e 

+ + + 

0,0001 

0,4 

0,5 

1,0 

0,002 

+e 

+ + + 

0,0001 

0,3 

0,5 

1,0 

0,002 


+ + + 

0,0001 

0,2 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

+ + e 

0,0001 

0,1 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 

1,0 NaCl 

1,0 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 

0,0001 

1,0 Nad 

0,5 

1,0 

0,002 

e 

e 


Zefttebr. f. ImmanltXtafonchonf. Orlf. Bd. XIII. 24 
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Im Gegensatzzu dem unvorbehandelten, einfach inaktivierten 
Antiserum 375, welches in Uebereinstimmnng mit dem schon 
frflher (Tabelle Vila) aufgefQhrten Versuch auch hier wiedernm 
eine kaura nennenswerte Bindungsfahigkeit aufwies, hemmte 
das, nach vorhergehender Inaktivierung, mit BlutkSrperchen 
digerierte Antiserum gegenQber der Antigendosis von 0,0001 
bei einer Antiserummenge von 0,03 noch komplett und selbst 
die Antiserummenge von 0,02 bewirkte noch eine fast kora- 
plette Hemmnng der H&molyse, welche auch 24 Stunden nach 
Beendigung des Versuches kaum eine merkliche AbschwSchung 
erlitten hatte, wie Qberhaupt bei dieser Art der Vorbehandlung 
des Serums eine NachlOsung im Versuch nicht zu beobachten 
war. Mit der optimalen Menge von 0,03 des digerierten 
Antiserums konnte dann das Antigen der Vorbehandlung noch 
bis zu einer VerdQnnung von 1 : 100000 durch das Auf- 
treten einer kompletten Hemmung der HQmolyse nachgewiesen 
werden. GegenQber den weiteren AntigenverdQnnungen rea- 
gierte die angegebene Serumdosis jedoch nur noch mit einer 
mehr oder weniger starken partiellen Hemmung der HQmolyse, 
wobei die VerdQnnung von 1 : 200 000 als diejenige Grenze 
gelten mufite, bei welcher nach dem Grade der Reaktion 
(++e) ein einwandsfreier Nachweis des Antigens eben noch 
mQglich war. 

Ich mQchte es indessen nicht unterlassen, auf eine Er- 
scheinung hinzuweisen, welche bei dieser Art der Vorbehand¬ 
lung des Serums in vereinzelten Fallen, wenigstens bei den 
grdBten Serumdosen, zur Beobachtung kommen kann. Die 
Entfernung der Normalambozeptoren kann nQmlich gelegent- 
lich das Auftreten des sogenannten Sachs schen PhQnomens 
zur Folge haben, welches zur Entwicklung einer sehr starken 
antikomplementQren Wirkung des Serums fQhren kann. In 
der Regel macht sich diese Erscheinung allerdings nur bei 
den stQrkeren Antiserumdosen geltend und auch bei diesen 
ist sie meist in geringerem Grade ausgeprQgt, als es vielfach 
bei den gleichen Dosen des aktiven unvorbehandelten Serums 
beobachtet werden kann. Bei den geringeren Dosen, welche 
ja in der Regel fur den eigentlichen Eiweifidifferenzierungs- 
versuch Verwendung finden, habe ich diese Erscheinung so 
gut wie niemals beobachtet. Praktisch fallt diese Erscheinung 
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also nur dann ins Gewicht, wenn die Eigenart eines Anti¬ 
serums gegebenen Falles zur Verwendung hOherer Serum- 
dosen zwingt 

In dieselbe Kategorie wie das eben geschilderte Anti¬ 
serum 375 geh5rt ein Antiserum gegen PferdeeiweiB (Ka- 
ninchen 503), das ich erst vor kurzem gewonnen und systema- 
tisch ausgewertet babe. Auf eine detaillierte Wiedergabe der 
einzelnen Daten glaube ich verzichten zu kdnnen, doch seien 
die wichtigsten Merkmale des Antiserums kurz skizziert. Im 
PrSzipitationsversuch zeigte dieses Antiserum den Titer von 
l : 10000 bei sehr ausgesprochener PrflzipitatgrSBe. Beim 
ersten Auswertungsversuch mit Hilfe der Komplementbindung 
konnte nur bei der Serumdosis von 0,1 eine komplette 
Hemmung gegenflber der Antigenmenge von 0,0001 beob- 
achtet werden, wfthrend schon bei Verwendung einer Serum¬ 
dosis von 0,08 die Hemmung eine unvollst&ndige wurde. Bei 
einer Wiederholung des Auswertungsversuches, welche am 
nachfolgenden Tage mit einem neuen Eomplementserum vor- 
genommen wurde, konnte genau wie bei Antiserum 375 der 
Effekt wahrgenommen werden, daB die minimale komplett 
bindende Dosis des Antiserums nur mehr 0,04 ccm fflr aktives 
und inaktives Serum betrug, gegenflber 0,08 am vorher- 
gehenden Tage. Den gleichen Effekt wie die Verwendung 
eines anderen Komplementserums hatte die Entfernung der 
Normalambozeptoren aus dem inaktivierten Serum. Auch 
durch diese Art der Vorbehandlung lieB sich eine 10-fach 
hflhere Reaktionsbreite des fraglichen Antiserums erzielen, als 
mit dem unvorbehandelten Serum. 

Ich will damit die Einzelbetrachtungen der Auswertungs- 
versuche abschliefien und nur noch in Kflrze der Fcage n&her 
treten, welche praktischen Konsequenzen sich aus der Beob- 
achtung von Erscheinungen, wie ich sie in der vorstehenden 
Abhandlung geschildert babe, fflr das EiweiBdifferenzierungs- 
verfahren und dessen Verwertung fflr die Antigendiagnose in 
foro ergeben. 

Im Hinblick auf Versuche wie die von Haendel und 
Steffenhagen, welche ich, wenn auch nur fflr einzelne 
F&lle, im Prinzip bestfitigen konnte, kann es keinem Zweifel 
unterliegen, daB wir gegebenen Falles damit rechnen mflssen, 

24* 
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daB ein im Prazipitationsversuch hochwertiges AntieiweiBserum 
beim Komplementbindungsverfahren vollkoramen versagt und 
den Nachweis einer fraglichen EiweiBart in vorschriftsmSBiger 
Verddnnung nicht ermoglicht. Auf Grand meiner eigenen 
Versuchsergebnisse vermag ich mich jedoch, wie ich in Wieder- 
holung frflherer Ausfdhrungen nochmals betonen mOchte, der 
Auffassung von Haendel und Steffenhagen, wonach 
solcbe Sera verhBltnism&Big haufig vorkommen sollen, nicht 
anznschliefien. Selbst angesichts der Befunde der genannten 
Autoren mOchte ich, eine zweckmaBige Versuchsanordnung 
vorausgesetzt, das Vorkommen derartiger Antisera doch als 
eine relativ groBe Seltenheit betrachten, ohne jedoch die 
praktische Bedeutung dieser Erscheinung an sich zu ver- 
kennen. Ich halte es far selbstverstandlich, daB eine der- 
artige Beobachtung, auch wenn sie noch so selten ist, fiir die 
praktische Durcbfdhrung des Komplementbindungsverfahrens 
beriicksichtigt werden muB und schlieBe mich der von Sachs 
ursprdnglich aufgestellten, von Haendel und Steffen¬ 
hagen erneuerten Forderung in vollem Umfange an, daB 
auch far den Eomplementbindungsversuch zum Zweck der 
EiweiBdifferenzierung, und namentlich fdr die Antigendiagnose 
in foro, genau wie bei der Prazipitinmethode nur solche Anti¬ 
sera Verwendung finden sollen und ddrfen, welche sich bei 
einer sorgfaitigen systematischen Auswertung in jeder Hin- 
sicht, was Reaktionsbreite und Reaktionsf&higkeit sowie Spe- 
zifitat anlangt, als einwandsfrei erwiesen haben. Gerade unsere 
Kenntnisse von der Abhangigkeit des Komplementbindungs- 
phanomens von dem jeweils bestehenden gegenseitigen Ver- 
haltnis von Antigen und Antiserum wird eine besonders sorg- 
faltige Feetstellung der optimalen Serumdosis verlangen und 
wir wdrden uns in praxi selbstverstandlich nicht damit be- 
gnugen konnen, eine fragliche EiweiBldsung mit einer Anti- 
serumdosis zu untersuchen, welche wir nur in ihrem Bindungs- 
vermogen gegendber einer willkdrlich gewahlten Antigenmenge 
etwa von 0,0001 ccm kennen, sondern wir werden im Interesse 
moglichst gdnstiger Resultate vielmehr bedacht sein mdssen, 
im Einzelfalle nach MOglichkeit die optimalen Verhaltnisse 
zwischen Antigen und Antiserum zu ermitteln. Wenn Haendel 
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and Steffenh&gen far die Bestimmung dieser gegenseitigen 
Verhaltnisse die Einstellung des Extraktes nach den etwa far 
die Prftzipitinmethode gOltigen Grundsatzen unter Anwendung 
der von Uhlenhath vorgeschlagenen Salpetersfiurekochprobe 
fordern, so entspricht es, wie ich an der Hand zahlreicher 
Eiweifidifferenzierungsversuche feststellen konnte, wohl am 
ehesten den praktischen Bedttrfnissen, den Eiweifigehalt einer 
fraglichen Ldsnng, schon mit Rttcksicht auf den Vergleich der 
Versuchsergebnisse, im Komplementbindungsversuch und bei 
der PrSzipitinmethode auf die sonst im PrOzipitationsversuch 
vorgeschriebene Konzentration von 1 :1000 zu bringen. Ich 
mochte indessen hier gleich betonen, dafi eine einigermafien 
sichere Feststellung der optimalen Verhaltnisse zwischen 
Antigen und Antiserum sich nur dann wird ermdglichen 
lassen, wenn die nach ihrer Herkunft zu bestimmende EiweiB- 
ldsung nur eine EiweiBart enthfilt. In anderen praktischen 
Fallen, wo wir, wie etwa bei der biologischen Wurstunter- 
suchung, mit einem Gemisch mehrerer Eiweifiarten zu rechnen 
haben, deren Mischungsverhaltnisse wir so gut wie nicht 
kennen, liegen die Verhaltnisse naturgemafi wesentlich kom- 
plizierter, da wir hier wohl die optimalen Verhaltnisse zwischen 
Antigen und Antiserum fttr den Gesamteiweifigehalt des Ex¬ 
traktes, nicht aber far eine im Extrakt vermutete und ge- 
suchte Eiweifiart bestimmen k5nnen. Far solche Falle ist es 
praktisch eben erforderlich, solche Antisera zu verwenden, 
welche sich bei der Empfindlichkeitsprafung als reaktionsfahig 
innerhalb weiter Grenzen der Antigenkonzentrationen erwiesen 
haben. Dafi die Gewinnung derartiger Sera keine wesentliche 
Schwierigkeit bereitet, bedarf angesichts der ausfahrlichen 
Erorterung der einschiagigen Verhaltnisse wohl kaum einer 
weiteren besonderen Betonung. Ich will auf diese rein prak¬ 
tischen Fragen jedoch hier nicht weiter eingehen, da ich 
hierauf in einer spfiteren Abhandlung noch nfiher zurttck- 
kommen mufi. Nur soweit es sich um das Vorkommen von 
Antiseris handelt, welche, wie in den Fallen von Haendel 
und Steffenhagen und den vereinzelten von mir selbst 
beobachteten Fallen, bei hohem PrazipitationsvermSgen keine 
oder eine nur wenig ausgesprochene komplementbindende 
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Wirkung entfalten, mflchte ich hervorheben, dafi das Vor- 
kommen solcher Antisera selbstverstandlich keine Kontra- 
indikation gegen die Verwendung des Komplementbindungs- 
verfahrens fflr die praktische Antigendiagnose in foro bilden 
kann, wie dies etwa angesichts der Befunde von Haendel 
und Steffenhagen den Anscbein erwecken kOnnte. Ich 
glaube zur Genflge darauf hingewiesen zu haben, dafi bei ent- 
sprechender Technik das Vorkommen solcher Sera flberhaupt 
auf ein Minimum reduziert werden kann, und dafi aufierdem 
solche Antisera, wenn sie vorkommen, durch geringfflgige 
technische Kunstgriffe auch fflr den Komplementbindungs- 
versuch geeignet gemacht werden kflnnen. Gin grflfieres 
Laboratorium, das sich st&ndig mit der praktischen Eiweifi- 
differenzierung befafit, wird wohl stets eine grOBere Anzahl 
gut ausgewerteter Antisera zur Verfflgung haben, so dafi das 
Vorkommen solcher Antisera mit schlechtem Bindungs- 
vermogen kaum praktisch ins Gewicht fallen dflrfte. Es ist 
selbstverstandlich, dafi die biologische Eiweifidifferenzierung 
fflr forensische Zwecke im Interesse einer sachgem&fien Durch- 
fflhrung stets die Dom&ne grSBerer Laboratorien bleiben mull, 
die fflr das Studium der Immunitatsreaktion eingerichtet sind 
und wo ein erfahrener und mit dem Arbeitsgebiet vertrauter 
Sachverstandiger zur Verfflgung steht. An solcher Stelle wird 
auch die Komplementbindungsreaktion praktisch ihre Kom- 
pliziertheit verlieren und auch das gelegentliche Vorkommen 
von gut pr&zipitierenden aber schlecht bindenden Antisera 
wird bei entsprechendem Arbeiten Irrtflmer ausgeschlossen 
erscheinen lassen. 


Zusammenfassung. 

In vorstehender Abhandlung konnte an zahlreichen Ver- 
suchsbeispielen gezeigt werden. dafi bei geeigneter Versuchs- 
technik das Vorkommen von Antieiweiflseris, welche bei starkem 
Prazipitationsvermbgen keine oder eine relativ geringe kom- 
plementbindende Kraft entfalten, entgegen den Angaben von 
Haendel und Steffenhagen eine relativ grofie Seltenheit 
darstellt. 
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Durch entsprechende technische Kunstgriffe, wie Ent- 
fernung der Ambozeptoren oder Verwendung gut ablenkbarer 
Komplementsera, lassen sich auch Antisera mit mangelndem 
oder geringem Bindungsvermflgen fflr den Komplement- 
bindungsversuch geeignet machen. 

Fflr praktische Zwecke empfiehlt es sich entsprechend 
den Forderungen von Haendel und Steffenhagen, auch 
im Eomplementbindungsversuch nur sorgf&ltig ausgewertete 
Eiweiflantisera zu verwenden. 

Im Interesse guter Versuchsergebnisse erscheint eine Be- 
rflcksichtigung der optimalen Verh&ltnisse zwischen Antigen 
und Antiserum geboten. 

Das Vorkommen eines schlechten Bindungsvermdgens bei 
hochwertigen prfizipitierenden Antiseris kann keine Kontra- 
indikation gegen die praktische Verwertung des Komplement* 
bindungsverfahrens fflr die Antigendiagnose in foro bilden. 
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[Aus dem Institut znr Erforschang der Infektionskrankheiten der 
Universitftt Bern (Direktor: Prof. Dr. W. Kolle).] 

Versuche fiber die Wirkungsweise dee Atoxyls. 

Von Dr. 8. Peaohid, 

KgL Serb. Stabsarzt, Volontarassistent am Institut. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 28. Februar 1912.) 

In den Theorien, welche zur Erkl&rung der Atoxyl- 
wirkung aufgestellt worden sind, kommen bekanntlich zwei 
Richtungen, die prinzipiell voneinander verschieden sind, zum 
Ausdruck. 

Eine Anzahl von Autoren nimmt an, dafi eine Reduktion 
des Atoxyls im infizierten Kdrper erfolgen. Diese, nament- 
lich von Ehrlich vertretene Anschauung, wird noch von 
anderen Forschern geteilt. Ehrlich und Roehl konnten 
zeigen, dafi das Atoxyl durch Reduktion in das sehr stark 
in vitro mikrobizid wirkende Paramidophenylarsenoxyd flber- 
gefflhrt werden kann. Ebenso w&re die Atoxylwirkung bei 
den Versuchen von Friedberger (Atoxyl -f-ThioglycolsSure), 
von Beck (Atoxyl -f- Leukocyten), sowie von Levaditi und 
Yamanouchi (Trypanotoxyl), die einen trypanoziden Effekt 
des Atoxyls in vitro ergeben haben, auf eine Reduktion im 
Sinne von Ehrlich zuriickzufiihren. 

Die von Uhlenhuth und anderen vertretene zweite 
Theorie geht dahin, dad das Atoxyl einerseits die Vermehrung 
der Trypanosomen bzw. Spirochaten hemmen, andererseits 
aber hauptsachlich dadurch eine parasitozide Wirkung ent- 
falten soil, dafi es auf die Kdrperzellen einen direkten Oder 
indirekten Reiz ausiibt und sie veranlafit, im grdfieren Um- 
fange spezifische Antikdrper zu produzieren. Fflr die Theorie 
sprechen Versuche von Friedberger und Masuda. Diese 
Autoren konnten eine Steigerung der Antikdrperbildung durch 
die Salvarsanbehaudlung bei den mit Bacillus typhi und Vibrio 
Metschnikoff infizierten Kaninchen nachweisen. 

Lippmann fand vermehrte Antikdrperbildung bei Ka¬ 
ninchen, die lange Zeit mit Typhusbacillen vorbehabdelt waren 
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und einen hohen Grad von ImmunitSt erreicht hatten. Als 
nach einer Pause von 3 Monaten die Agglutinine in Abnahme 
begriffen waren, zeigte sich eine wiederholte Steigerung der- 
selben nach einigen Atoxylinjektionen. 

Aggazi beobachtete eine erhbhte Bildung der Anti- 
kdrper durch Behandlung der mit abgetoteten Typhusbacillen 
infizierten Kaninchen mittelst Acid, arsenicum, Atoxyl, Arseno- 
phenylglycin und einer Mischung von Atoxyl und Thioglycol- 
sauren. 

Wenn nun auch nach den neueren Untersuchungen von 
Rothermundt und Dale anzunehmen ist, dad das Atoxyl 
an die Parasiten verankert wird und dort, sei es als solches, 
sei es nach einer durch die Parasitenzelle herbeigeftlhrten 
Reduktion, auf die Parasitenzelle abtbtend wirkt, so bleibt 
doch die Auslosung von AntikOrperwirkung zur 
Erkl&rung der starken Wirkung des Atoxyls und 
wahrscheinlich der meisten ArsenprSparate als 
einFaktorzurErkl&rungderPh&nomenebestehen. 

Mit Rflcksicht auf die Tatsache, dafi nach den Erfolgen 
der Arsentherapie, namentlich des Salvarsans, die Arsenikalien 
aufierordentlich hSufig eingespritzt werden und da auch das 
Atoxyl bei der Schlafkrankheit in Form von sogenannten Atoxyl- 
kuren mehrmals dem Kbrper einverleibt wird, so ist es von 
theoretischem und praktischem Interesse, den Mechanismus 
der Atoxylwirkung nach alien Richtungen experimentell zu 
klaren. 

Von diesem Gesichtspunkte wurde die folgende Versuchs- 
anordnung getroffen, bei der zunachst eine Gewbhnung der 
Tiere durch wiederholte intramuskulSre und stomachale Ein- 
verleibung des Atoxyls herbeigefiihrt werden sollte. Da der 
tierische Organismus an Arsenik gewbhnt wird, so konnte zu 
erwarten sein, dafi sich durch Atoxyl eine Umstimmung 
des Kbrpers erzielen liefie. Wenn das zutrifft, so miifite 
durch wiederholte Gaben von Atoxyl die Stimulierungsf&higkeit 
der Zellen und damit die Antikbrperbildung herabgesetzt 
werden, verglichen mit jener der nicht vorbehandelten Tiere. 
Da bei der Heilung der Spiroch&tenkrankheit der Hiihner die 
Antikdrperbildung eine grofte Rolle spielt, und da gerade diese 
Infektion zugleich der medikamentdsen Behandlung durch 
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Atoxyl leicht zug&nglich ist, so wurde die Hflhnerspirillose 
als die geeignetste fiir diese Versuche benutzt. Der hierffir 
verwandte Stamm des Virus wurde dem Institut durch Herru 
Professor Ffilleborn in Hamburg fiberlassen. 

Es wurden im ganzen 9 Hflhner zum Versuche ge- 
nommen, die in zwei Gruppen zu gleicher Zeit behandelt 
wurden. 

Der ersten Gruppe, aus 4 Htlhnern bestehend, wurde im 
Laufe von 2 Monaten jeden dritten Tag intramuskul&r 0,05 g 
Atoxyl pro kg Huhn in LOsung von Aq. destillata eingespritzt. 
Die Injektionen wurden abwechselnd rechts und iinks ziem- 
lich tief in den Brustmuskel gemacht. 

Der zweiten Gruppe von 5 Hflhnern wurde das Atoxyl 
per os gegeben, indem eine LOsung von Atoxyl in Aq. destil¬ 
lata mittelst einer graduierten Tropfpipette langsam ein- 
getr&ufelt wurde. Dabei war ein Verschfltten und eventuelle 
ungenaue Dosierung ausgeschlossen. 


Tabelle I. 

Vorbehandlung der Hiihner mit Atoxyl. 


Atoxyl pro kg 0,05 intramnskular 


Huhn 

| No. 465 

No. 468 

No. 469 

No. 470 

No. 471 

| No. 472 

No. 

474 

| No. 475 

JiTo. 4ib 

Datum 

^ 1 .22 
| ‘33 

< 5 .a £ 

Q 

1 CD 

Q 

Ge- 

wicht 

Dosis 

Ge- 

wicht 

Dosis 

Ge- 

wicht 

CD 

s 

e 

Ge- 

wicht 

Dosis 

Ge- 

wicht 

Dosis 

Ge- 

wicht 

Dosis 

X 

i-a ; *x 

O-rl 5 

1 * ] ~ 


Atoxyl pro kg 0,05 per os 


27. IX. 
30. IX. 
3. X. 
6 . X. 
9. X. 
12. X. 
15. X. 
18. X. 
21. X. 
24. X. 
27. X. 
30. X. 
2 . XI. 
5. XI. 
8 . XI. 
11. XI. 
14. XI. 
17. XI. 
20. XI. 
23. XI. 


13500,07 
12600.065 
1180 0,06 
1180 0,06 
1090 0.055 
11800.06 
1140 0,06 
11500,00 
10000,05 ' 
1130.0,06 i 

11100,06 I 

11100,07 
11900,075 
1120 0,07 
1110 0.07 
1080 0,07 
1050.0.07 ; 
10400,07 
11100.07 
1080 0,07 , 


1290 0,065; 1390 0,07 
3800,07 


12800,065 
1180 0,06 
12300,06 
12900,065 


12300,06 
123010,06 
1310 0,065il 180)0,06 


1360 0,07 1200 0.06 
1250 0,065 1170,0,06 
12300,06 ; 11900,06 1140 0.06 
1260,0.06 02700,065 12000,06 

12000,06 1180 0,06 122 o;o .()6 

1070 0,055,1120 0,06 luS<) 0.055 
1210 0,06 1130 0.055 llBo'o ,06 
11700,06 !ll30'0.06 1230 0,06 
1100,0,065 1100 0,07 ! 1250'0.075 
11600,07 |1 ISO0,075 1260,0,075 
' " 1290,0,08 

122010,075 
1240 0.075 
1130 0,07 
1150j0,075] 
11400,07 
10500,07 


1190 0,07 110900,07 
1230 0,0750070 0,07 
12500,075 1070 0,07 
1210 0,075 1090,0,07 
122i»0,075 1070 0,07 
12<X) 0.075,1100 0,07 
12000,075;! 1000,07 


11700,06 
11400,06 
1090:0,05 
1240 0,06 
1260 0,065 
1240 0,065 
1180,0.06 
12000,06 
10700,055 
1290'0,065 
1250;0.065 
1280 0,075 
13900,08 
13(X) 0,08 
11900,07 
1210;0,08 
1150|0,08 
128010,08 
13400,08 
113200,08 


1440 0,07 

1390j0,07 

12300,06 

1320 0,065 

13900,07 

13300,065 

13000,065 

124010,065 

11300,055 

1220 0,06 

12600.06 

12100,07 

1200 0,075 

1080 0,07 

1150 0,07 

12100,075 

1160,0,075 

1250 0,075 

13000,08 

1300 0,08 


1200 

1160 

1040 


0,06 

0,06 

0,05 


1000 0,05 
970, 0,05 
1000 0,05 
930 0,05 
940 0,05 
900 0,05 
990 0,05 
1050; 0,05 
109010,07 
1120 0,07 
1090 0,07 
1160 0,07 
1100 ! 0,07 


1110 

1080 

1120 

1100 


0,07 

0,07 

0,07 

0,07 


1390 0,07 

136010,07 

1350 0,07 

1370:0,07 

135010.07 

13500,07 

12500,065 

12400,065 

1230,0.06 

13000,065 

13000,065 

12500,075 

137010,08 

13500.08 

1350 0,0S5 

1390 0,09 

12500,08 

1370 0,08 

1360 0,08 

13000.06 


i 1110 0.055 
’1100 0.055 
jllCO 0.055 
1170 Oj.O 
1110 0,055 
11200.->55 
HOC'0.0:0 
1 ICO 0.055 
1000 0.05 
1070 0.035 
11000.06 
1130 0.-47 
11500.07 
10900.07 
1110 0.07 
1100 0.07 
1090 0.07 
1050 0.07 
1120 0.07 
1060 0.07 
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Somit bekara jedes Huhn im Laufe von 2 Monaten 20 
Atoxyldosen, im ganzen ca. 1,10 g Atoxyl. Die Einzeldosis 
wurde nach 12 Gaben auf 0,06 erhdht. Noch grdBere Dosen 
zu geben war nicht ratsam, da die Gefahr bestand, die Tiere 
toxischen Schfidigungen mit hfiufigen und noch grQBeren Dosen 
anszusetzen. Die toxische Dosis bei subkutaner Injektion 
liegt, wie die Tabelle II zeigt, zwischen 0,08—0,10 g pro kg 
Huhn. 

Tabelle II. 

fiestimmung der wirksamen Dosen des Atoxyla. 

Infektion mit 0,5 ccm pro kg Huhn einer Blutverdiinnung 

_ HuhnNo.l Huhn No. 2 Huhn No. 3|Huhn No. 4 Huhn No. 5 Huhn No. 6 

2. Tag O ] — — — — 

Atox. 0,1 gAtox. 0,08 gAtox. 0,06gAtox. 0,03gAtox. 0,025 gAtox. 0,02 g 

t — i — + + + 

- 1 — + -F + + + 

— — + 


Wenn man berflcksichtigt, dafi die Dosis zwischen 0,06 
und 0,08 g sich befindet, so sind es also recht erhebliche 
Men gen von Atoxyl, die den Hfihnern beigebracht wurden. 

Die Tiere zeigten w&hrend der ganzen Zeit, in welcher 
sie mit Atoxyl vorbehandelt waren, ein verschiedenes, schwan- 
kendes Verhalten in bezug auf ihr Befinden. Das Gewicht 
zeigte im Anfange eine Abnahme bei fast alien Tieren. Am 
Ende der Behandlung mit Atoxyl zeigten 8 Tiere eine Ver- 
minderung ihres Anfangsgewichtes um ca. 100 g, nur eines 
zeigte eine Gewichtszunahme um ca. 50 g. 

Nach Verlauf von 2 Monaten, wShrend welcher Zeit die 
Hflhner unter der Vorbehandlung mit Atoxyl standen, wurde 
eine Pause von 18 Tagen gemacht. Dann wurden samtliche 
9 Hflhner mit Spirochaeta gallinarum intramuskul&r infiziert. 
Die Dosis war 0,50 ccm pro kg Huhn einer 20-proz. Ver- 
dflnnnng des spirochktenhaltigen Blutes in physiologischer 
NaCl-L6sung. 

Am zweiten Tage nach der Infektion ergab die mikro- 
skopische Untersuchung des Blutes mit Hilfe von Burris 
Tuscheverfahren 4Zur genauen Beurteilung des mikro- 
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skopischen Befundes bei der Blutuntersuchung diente uns als 
MaBstab das folgende, von Ehrlich-Hata eingefflbrte 
Schema: 

+w = 1 Spirochate in 50 Gesichtsfeldern. 

-f = einige Spirochaten in 50 Gesichtsfeldern. 

+ + =1 Spirochate in jedem Gesichtsfelde. 

+ + + = mehrere Spirochaten in kleinen Biindeln in jedem Gesichtsfelde. 
+ + + + = zahlreiche Spirochaten in groSen Knaueln in jedem Gesichts¬ 
felde. 

Am selben Tage, wo die Untersuchung ein -f-w zeigte, 
wurde 3 Hflhnern aus der ersten und 4 Hflhnern aus der 
zweiten Gruppe der vorbehandelten die Heildosis von Atoxyl 
intramuskular eingespritzt. Wie aus Tabelle II zn ersehen 
ist, bewegt sich die Dosis curativa bei dem von mir benutzten 
Spirochatenstamra zwischen 0,02—0,06 pro kg. Deshalb wurden 
auch die verschiedenen Dosen gegeben, und einem Huhn 
wurde sogar die Dosis 0,01, d. h. die H&lfte der Dosis efficax 
pro kg einverleibt. 

Die Hflhner wurden t&glich auf Spirochaten untersucht 
und genau beobachtet. 

Als Kontrollen wurden 4 Hflhner benutzt: je eines von 
jeder Gruppe der vorbehandelten und ein normales Huhn, die 
infiziert, aber nicht mit Atoxyl bchandelt wurden und ein 
zweites normales Huhn, welches infiziert und behandelt wurde. 

Als Resultat ergab sich folgendes: Bei alien mit 
Atoxyl behandelten Tieren, den vorbehandelten 
wie bei dem normalen, verschwanden die Spiro¬ 
chaten prompt nach der E i n v er 1 e i b u n g des 
Atoxyls. Dagegen gingen alle 3 Kontrollhflhner, die ohne 
Behandlung mit Atoxyl gelassen wurden, am 4. Tage nach 
der Infektion zugrunde. (Siehe Tabelle III auf p. 369.) 

Bei diesen Versuchen wurde die Tatsache festgestellt: 
Es findet durch 20mal wiederholte Atoxylgaben 
keine Angewflhnung an die Reizwirkung des 
Atoxyls, weder bei den Tieren, denen das Atoxyl 
intramuskular, noch bei denjenigen, denen es 
per os beigebracht wurde, statt. Die Dosen, mit 
welchen die mit Atoxyl vorbehandelten Hflhner geheilt wurden, 
waren zum Teil viel niedriger als diejenigen, mit welchen bei 
normalen Hflhnern sichere Heilung erzielt war. Es genflgte 
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Tabelle III. 


Die Wirkung des Atoxyls auf vorbehandelte Hiihner. 


Huhn 

No. 

11. XII. 

13. XII. 






Ge- 

wicht 

Infekt. 
pro kg 

Mikr. 

Befund 

Atoxyl 
pro kg 

14. XII. 

15. XII. 

16. XII. 

17. XII. 

18. XII. 

465 

1140 

0;55 

+ w 

0,05 
= 0,055 

+w 

— 

— 


— 

468 

1230 

0,65 

+w 

0,05 
= 0.06 

— 

— 

— 


— 

469 

1100 

0,55 

+w 

0,035 
= 0,0385 

+W 

— 

— 

1 

— 

471 

1390 

0,7 

+W 

0,05 

= 0,0625 

— 

— 

— 

1 

— 

472 

1290 

0,65 

+w 

0,025 
= 0,02875 

— 

— 

— 

I 

— 

475 

1150 

0.6 

+W 

0,05 
= 0.06 

— 

— 


— 

— 

476 

470 

474 

1150 

1110 

1090, 

0,6 

0,55 

0,55 

+ w 

+W 

+w 

0,01 
= 0,011 

Konti 

+ + (+) 

rollen. 

+(+) 

+ + (+) 

+ + + + 

+ + + 

+ + +( + ) 

+ + 

1 t 

1 t 



Normal- 




1 

t 



huhn No. I 

1020 1 

0,5 

+W 

0,035 

+w 

— 

— 

— 

— 

Normal- 

i 







huhn No. II 1200, 

0,6 ; 

+w 

— 

+(+) 

+ +(+) 

+ + + + 

t 



sogar, wie man aus Tabelle III ersehen kann, eine minimale 
Heildosis, um das Verschwinden der Spiroch&ten zu erzielen. 

Dieses Ergebnis, das gegen die Annahme einer 
Wirkung des Atoxyls durch Reizwirkung auf die 
Zellen spricht, steht in Uebereinstimmung mit den Befunden 
Cloettas, die er bei stomachaler Arsenikverabreichung er- 
hielt. Cloetta stellt die Arsengewdhnung bei stomachaler 
Verabreichung des Arseniks in Abrede. Ein Hund, der, wie 
Cloetta schreibt, viele Gramme Arsenik per os jahrelang 
vertragen hat, zeigte bei intramuskul&rer Verabreichung des 
Arseniks keine groflere Toleranz gegenflber den Kontrolltieren 
und ging nach kurzer Zeit an akuter Arsenikvergiftung zu- 
grunde. Die groBe Arsentoleranz per os bei diesem Hunde 
fflhrt Clo6tta auf die Verfinderungen der Darmepithelien 
zurflck, die das einverleibte Arsenik nicht mehr durchlassen. 

Diese Tatsache ist um so auff&lliger, als Cloetta bei 
per os mit Arsenik behandelten Kaninchen fand, dafi sich die 
Wirkung des Arseniks nicht nur in einer Vermehrung des 
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Kdrperfettes zeigt, sondern auch auf die Verstarkung des 
EiweiBstoffwechsels erstreckt, die auf der vermehrten T&tigkeit 
der Zellen beruht. 

FQr die therapeutische Praxis l&Bt sich aus 
diesen Versuchen mit dem Vorbehalt, daB sich 
die S&ugetiere und die Menschen ebenso wie die 
Hfihner verhalten, der SchluB ziehen, daB selbst 
Ofter wiederholte Atoxyleinspritzungen die 
spirillozide Wirkung einer dosis minima efficax 
des Medikamentes nicht beeintr&chtigen. 

Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn 
Prof. Dr. W. Kolle fiir die Ueberlassung des Themas und 
die Leitung bei der Ausfflhrung der Arbeit aufrichtigen Dank 
zu sagen. Ebenso danke ich Herrn Dr. M. Rothermundt, 
1. Assistenten am Institut, fflr gtltige Unterstfltzung bei dieser 
Arbeit. 

Zusammenfassung. 

1) Bei Hflhnern wird selbst durch oftmals wiederholte 
Injektionen von Atoxyl die prompte spirillozide Wirkung des 
Medikaments, wenn es einige Zeit nach der letzten Atoxyl- 
injektion in dosis minima efficax gegeben wird, nicht be¬ 
eintr&chtigen. 

2) Diese Tatsache gibt experimentelle Unterlagen fflr die 
Annahme, daB die Wirkung des Atoxyls nicht allein oder 
wesentlich in der Entfaltung eines Reizes auf die Zellen und 
dadurch bedingter Antikdrperbildung zu suchen ist, sondern 
in direkt chemotherapeutischen Effekten im Sinne des Parasito- 
tropismus nach P. Ehrlich. 
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Nachdruck verboten. 

[Ans dem Kbnigl. Institnt fiir ezperimentelle Therapie in Frank¬ 
furt a. M. (Direktor: Wirkl. Geheimer Rat Prof. Dr. P. E h r 1 i c h).] 

Ueber Ausfloeknng von Mastixernulsionen. 

Von H. Sachs. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 6. Marz 1912.) 

Eine vor kurzem erschienene interessante Arbeit von 
Gen gou 1 ) fiber die „Konglutination u des Mastix gibt mir 
Veranlassung, kurz einige Erfahrungen fiber die Ausflockung 
von Mastixernulsionen mitzuteilen, die ich bereits vor lingerer 
Zeit, zum Teil in Gemeinschaft mit Herrn Dr. Man waring, 
gewonnen habe. Gengou hat als Mastixkonglutination ein 
Ph&nomen beschrieben, das in der Ausflockung einer geeignet 
hergestellten Mastixsuspension durch aktive Sera Oder durch 
die Kombination eines inaktivierten und eines aktiven Serums 
besteht, und das er mit der von Bordet und Gay zuerst 
beschriebenen und als „Konglutination tt bezeichneten Aggluti¬ 
nation von ambozeptorbeladenen Zellen durch das Zusammen- 
wirken von Komplement und einem in inaktiven Seris, be- 
sonders im inaktiven Rinderserum vorhandenen Stoffe ver- 
gleicht. Es ist an dieser Stelle nicht meine Absicht, auf das 
Wesen und den Mechanismus dieser Erscheinungen nfiher 
einzugehen. Vielmehr soil hier nur die Frage der Be- 
deutung der Mastixbereitungsart auf die Ausflockbarkeit be- 
handelt werden. Nach Gengou eignet sich nSmlich die in 
fiblicher Weise durch Verdfinnen einer alkoholischen Stamm- 
losung mit destilliertem Wasser hergestellte Mastixemulsion 
nicht ffir die Demonstration der nur durch aktives Rinder¬ 
serum (oder auch durch andere aktive Sera) bedingten Aus¬ 
flockung, zumal die derart gewonnenen Mastixernulsionen der 
fillenden Wirkung der Salze gegenfiber sehr empfindlich sind. 
Da die Salzempfindlichkeit nach Porges zu einem wesent- 
lichen Teil durch den Alkoholgehalt veranlaBt ist, hat Gengou 
die Mastixmasse aus einer gewfihnlichen Emulsion durch NaCl 

1) O. Gengou, Diese Zeitechrift, Bd. 11, 1911, p. 725. 
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ausgefallt und das PrSzipitat in destilliertem Wasser auf- 
genommen. Derart wurden genQgend stabile Suspensionen 
erhalten, welche der Wirkung von Salzen gegenfiber wenig 
empfindlich waren und mit 0,9-proz. NaCl besalzen werden 
konnten. Diese Mastixsuspensionen ergaben dann das von 
Gengou beschriebene Konglutinationsphfinoroen. 

Wie nun bereits vor mehreren Jahren von mir aus- 
gefuhrte Versuche zeigen, ist fttr eine Ver&nderung der 
Salzempfindlichkeit des Mastix die Entfernung des Alkohols 
nicht unbedingt erforderlich. Man kann vielmehr auch in 
tiblicher Weise Emulsionen sehr differenter Salzempfindlich¬ 
keit bereiten trotz identischer Zusammensetzung in bezug 
auf Alkoholgehalt und Konzentration des Mastix. Die Ver¬ 
suche, fiber die ich mir zu berichten erlaube, nahmen 
ihren Ausgangspunkt von der durch mich in Gemeinschaft 
mit Rondoni 1 ) festgestellten Bedeutung des Einflusses der 
Verdfinnung alkoholischer Organextrakte auf ihre Beschaffen- 
heit. Es wurde damals gezeigt, daB die Verdfinnungen alkoho¬ 
lischer Extrakte, je nachdem sie durch schnelles oder lang- 
sames Vermischen mit physiologischer Kochsalzlosung her- 
gestellt sind, sich einerseits bereits fiuBerlich durch den Grad 
ihrer Trfibung unterscheiden, andererseits aber auch in ihrem 
Verhalten bei der Wassermannschen Syphilisreaktion sehr 
markante Differenzen aufweisen kdnnen. Wir konnten gleich- 
zeitig berichten, daB die Abhfingigkeit der fiufieren Beschaffen- 
heit der Verdfinnungen alkoholischer Stammlfisungen von der 
Art ihrer Herstellung ein Phanomen ist, das nicht auf lipoid- 
artige Stoft'e beschrfinkt ist, sondern auch ffir andere Kolloide 
zutrifft, indem einige orientierende, von Herrn Dr. A11 m a n n 
ausgeffihrte Versuche erhebliche Differenzen beim Verdfinnen 
eiuer alkoholischen Mastixldsung mit Wasser gezeigt hatten. 

In der Tat weisen Verdfinnungen von alkoholischen Mastix- 
losungen die groBten Differenzen auf, wenn die Schnelligkeit 
des Verdfinnens variiert. Ich unterscheide in folgendem kurz 
zwischen rascher und fraktionierter Verdfinnung bei der Her¬ 
stellung der Mastixemulsionen und bezeichne die rasch ver- 
dtinnte Losung als Mastix A, die fraktioniert verdfinnte als 
Mastix B. 

1 ) H. Sachs und P. Rondoni, Berl. klin. Wochenschr., 1908, No. 44. 
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Als Ausgangslosung diente eine 1-proz. MastixlSsung in 
Alkohol. Mastix A wird gewonnen durch rasches Hinein- 
blasen von 10 ccm alkoholischer Mastixlosung in 90 ccm destil- 
lierten Wassers.' 

Mastix B wird in der Weise hergestellt, dafi zn 10 ccm 
alkoholischer Mastixldsung 90 ccm destillierten Wassers mdg- 
lichst langsam tropfenweise und unter stetigem Schiitteln zu- 
gesetzt werden. 

Beide Mastixemulsionen enthalten also iibereinstimmend 
0,1 Proz. Mastix und 10 Proz. Alkohol, und trotzdem ist bereits 
ihr SuBeres Aussehen von der grSfiten Differenz. Mastix A 
ist eine nur schwach opaleszierende durchscheinende Emulsion, 
Mastix B ist eine intensiv milchig getrflbte FlQssigkeit, ohne 
aber dabei irgendwelche suspendierte Partikelchen erkennen 
zu lassen. 

Yon Interesse ist nun die Tatsache, daB sich Mastix A 
und B anch bei der FUllung durch Kochsalz ganz different 
verhalten, indem die klare Mastixemulsion A gegentiber der 
ausflockenden Wirkung des Salzes sehr empfindlich ist im 
Gegensatz zu dem Verhalten des trtlben Mastix B. 

Zur Demonstration dieser Tatsache werden absteigende 
Mengen einer 10-proz. Kochsalzlosung (mit destilliertem Wasser 
auf ein FlQssigkeitsvolumen von 1 ccm aufgefflllt) mit je 1 ccm 
Mastix A, resp. Mastix B digeriert. Das Ergebnis zeigt 
Tabelle I»). 


Tabelle I. 


10-proz. NaCl 

ccm 

1,0 Mastix A 

1,0 Mastix B 

sofort 

nach 2 Stunden 

sofort 

nach 2 Stunden 

1.0 

+++ 

+++ 

? 

+++ 

0,5 

+++ 

+++ 

0 

+++ 

0.4 

+++ 

+++ 

0 

? 

0,3 

+++ 

+++ 

0 

0 

0,25 

+++ 

+++ 

0 

0 

0,2 

+++ 

+++ 

0 

0 

0,15 

+++ 

+++ 

0 

0 

0,1 

+++ 

+++ 

0 

0 

0,075 

o 

0 

0 

0 


1) In dieser and den folgenden Tabellen ist die Starke der Priizipitation 
echatzungsweise mit + + +,++,+,?,© bezeichnet. 

ZeiUehr. t ImmimitXulonchtiDg. Orig. Bd. XIII. 25 
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Wie die Tabelle I zeigt, tritt die Ausflockung des 
Mastix A noch bei einem Kochsalzgehalt von 
mindestens 0,5 Proz. ein, wflhrend Mastix B eine 
4 — 5-fach st&rkere Stabilit&t besitzt 1 2 ). Der gleiche 
Unterschied ergibt sich in dem Verhalten gegenfiber Salzs&ure, 
wofflr in Tabelle II ein Versuchsbeispiel angefflhrt sei. 


TabeUe II. 


Normal-HCl 
ccm *) 

1,0 Mastix A 

1,0 Mastix B 

sofort | 

nach 2 Stunden 

sofort 

nach 2 Stunden 

0,1 

+++ 

+++ 

? 

+++ 

0,05 

+++ 

+++ 

0 

+++ 

0,025 

+++ 

+++ 

0 

++ 

0,015 

+++ 

+ + + 

0 

++ 

0,01 

+ + 4“ 

+++ 

0 

+ 

0,005 

+++ 

+++ 

0 

0 

0,0025 

+ -F + 

+++ 

0 

0 

0,0015 

? 

++ 

0 

0 

0,001 

? 

++ 

0 

0 

0,0005 

o 

0 

0 

0 


Mastix B ist also gegenttber Salzs&ure etwa 
lOmal unempfindlicher als Mastix A, ein Unter- 
schied, der bei Beobachtung des Ausflockungseffektes sofort 
nach dem Mischen noch erheblich grdfier erscheint. 

Was nnn das Verhalten der beiden Mastixemnlsionen 
gegenttber Seram anlangt, so wurde zn den folgenden Ver- 
suchen Rinderserum benutzt, das einerseits im aktiven, anderer- 
seits im inaktiven Zustande (nach Va'StOndigem Erhitzen auf 
55°) zur Anwendung gelangte. Zun&chst ist in Tabelle III 
ein Versuchsbeispiel notiert, in welchem das Verdhnnen des 
Rindersernms in destilliertem Wasser erfolgte, so daB das 
Medium auBer dem Salzgehalt der verschiedenen Serum dosen 
als salzfrei gelten kann. (Volumen: 2 ccm.) 


1) Auch die Art des Prazipitates ist verschieden. Bei Mastix A bildet 
sich eine mehr gelatinose Flockung, welche erst an die Oberflache der 
Fliissigkeit steigt und spater meist zu Boden sinkt, bei Mastix B erscheint 
der erheblich langsamer und erst bei hoherer Salzkonzentration eintretende 
Niederschlag zuniichst feinflockiger und spater dichter. 

2) Gesamtvolum = 2 ccm. 
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Tabdle III. 


Mengen des 
Rinder¬ 
serums 


Auaflockende Wirkung des 


aktiven Rinderserums 

inaktiven Rinderserums 

ccm 

1,0 Mastix A 

1,0 Mastix B 

1,0 Mastix A 

1,0 Mastix B 

1,0 

0 

+ + 

o 

+ + 

0.5 

+ + 

+ + + 

+ 

+ + 

0,25 

+ 

1 + + + 

+ 

+ + 

0,15 

0 

+ + 

0 

? 

0,1 

0 

? 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 


Auch hier zeigt sicb also ein deutlicher Unterschied im 
Verhalten des Mastix A und B, indem darch Mastix B eine 
st&rkere Ausflockung bedingt wird als durch A. Es bandelt 
sich dabei wohl wesentlich um eine Verstftrkung der durcb 
das Verdttnnen mit salzfreiem Medium verursachten Globulin- 
ffillung. Dem entspricht auch die Abschwftchung der Aus¬ 
flockung nach dem Inaktivieren des Serums. Von einem ge- 
wissen Interesse ist aber vielleicbt die Tatsache, dafl die Ver- 
stftrkung der Pr&zipitation durch den, Salz und S&ure gegen- 
flber wenig empfindlichen Mastix B in hbherem Grade ge- 
schieht als durch Mastix A, und man kOnnte daher daran 
denken, bei solchen F&llungsreaktionen, die auf einer Aus¬ 
flockung der Globuline basieren (Klausnersche Reaktion etc.), 
eine grdfiere Sinnf&lligkeit durch den Zusatz von Mastix B 
anzustreben. 

Wenn man nun absteigende Serummengen mit Mastix 
bei einem Salzgehalt von etwa 0,85 Proz. digeriert, so erh&lt 
man ein Ph&nomen, welches dem von Gen gou beschriebenen 
entsprecben durfte. 

Absteigende Mengen 

I. aktiven Rinderaeruma 

II. inaktiven Rinderserums 

werden (mit 0,85-proz. NaCl-Losung auf 1,0 ccm Volumen aufgefiiilt): 

a) mit je 1 ccm Mastix A, 

b) mit je 1 ccm Mastix B 

unter Zusatz von je 0,2 ccm 4-proz. NaCl digeriert. Das Ergebnis ist 
nach 2-stiindigem Verweilen der Rohrchen im Brutschrank notiert (vgl. 
Tabelle IV). 

25* 
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Tabelle IV. 


Men gen des 
Hinder- 
serums 

Fiiilende Wirkung von Rinderserum 

I. aktiv 

II. in aktiv 

com 

a) Mastix A 

b) Mastix B 

a) Mastix A 

a) Mastix B 

1,0 

0 

+++ 

0 

0 

0,5 

0 

+++ 

0 

0 

0,25 

0 

++ 

0 

0 

0,15 

0 

+ 

0 

0 

0,1 

? 

0 

0 

0 

005 

? 

0 

0 

0 

0,025 

+ 

? 

? 

0 

0,015 

+ 

? 

+ 

0 

0,01 

++ + 

+ 

+++ 

9 

0,005 

+++ 

+ 

+++ 

? 

0,0025 

+++ 

++ 

+++ 

? 

0,0015 

+++ 

++ 

+++ 

+ 

0.001 

+++ 

+++ 

+++ 

+ 

0,0005 

+++ 

+++ 

++ + 

+ + + 

0,000025 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

0,000015 

++ + 

++ 

+++ 

++ + 

0,00001 

+++ 

++ 

++ + 

+ + 

0 

+ + + 

0 

+++ 

0 


Wie die Tabelle zeigt, ergeben sich aus einem Vergleich 
der ersten, die groBeren Serummengen enthaltenden Glieder 
der einzelnen Kolumnen ganz ahnliche Verhfiltnisse, wie sie 
von Gen go u beschrieben sind. Einmal ist eine Pra- 
zipitation nur beiVerwendung aktiven, nichtdes 
inaktiven Rinderserums eingetreten. Dann aber 
ist diese Ausflockung nur bei bestim mter Her- 
stellungsart der Mastixemulsion zu erzielen, und 
zwar tritt sie nur bei Verwendung des durch 
fraktionierte Verdiinnung bereiteten Mastix B 
ein 1 ). Man erhait also durch die Variation der Verdunnungs- 
art auf sehr einfache Weise alkoholhaltige Mastixemulsionen, 
die bei gleichem Alkohol- und Mastixgehalt sich gegenflber 
der flockenden Wirkung aktiven Rinderserums sehr markant 
unterscheiden, ebenso wie die von Gengou auf zweierlei 

1) Auch bei alkoholischen Lecithinemulsionen, die in entsprechender 
Weise bereitet wurden, zeigte sich die bei weitem bessere Eignung der 
fraktiouiert hergestellten Verdiinnungen zur Ausflockung durch Binder- 
serum, das aber im inaktivierten Zustande unniihernd gleich stark wirkte 
(cf. hierzu Toy os u mi). Gegeniiber HCl-Wirkung wurden beim Lecithin 
Differenzen nicht beobachtet. 


Go gle 
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Weise — einerseits (torch Aufnahme der Eochsalzf&llung, 
andererseits dorch Aufnahme des Sedimentes bei der Filtration 
durch Kollodiumfilter — hergestellten w&sserigen Suspensionen 
des Mastix. 

Die in Tabelle IV zum Ausdruck gelangende, bei ge- 
ringeren Serummengen eintretende Ausflockung entspricht der 
bereits seit den Untersuchungen von M. Neisser, Friede¬ 
man n 1 2 3 ), Bechhold*) [vgl. auch Porges 8 )] bekannten Tat- 
sache, daft Blntsernm im Verein mit an und fflr sich unwirk- 
samen Salzmengen F&llungen bedingt, im Ueberschufl aber aus- 
flockungshemmend wirkt. Der Unterschied, welcher auch in 
dieser Hinsicht zwischen Mastix A und Mastix B besteht, er- 
klart sich wohl aus ihrem verschiedenen Verhalten gegen- 
flber der ausflockenden Wirkung der Salze. WShrend bei 
Mastix A die physiologische Eochsalzkonzentration bereits zur 
Ausfallung genflgt, tritt die letztere bei Mastix B erst bei 
Zusatz geringer Serummengen ein und ist auf eine engere 
Zone beschr&nkt. 

Es sei noch bemerkt, dafi bei geringerem Salzgehalt 
(0,425-proz.) der Flttssigkeit die obere F&llungszone bis zu 
wesentlich geringeren Serumdosen (0,015 ccm) reichte. In- 
aktives Serum bewirkte unter diesen Bedingungen erst in er- 
heblich grbfleren Dosen (1,0—0,5 ccm) eine FUllung, und die 
Ausflockung trat auch hier ausschliefilich bei Verwendung des 
Mastix B ein. Durch Steigerung der Eochsalzkonzentration 
(1,5—2,0-proz.) erschien die Flockungszone aufgehoben. 

Zusammenfassung. 

Es gelingt, durch verschieden rasche Verdflnnungen 
alkoholischer MastixlSsungen mit Wasser Emulsionen zu er- 
halten, die sich bereits &uflerlich durch den Grad der Trflbung 
sehr wesentlich unterscheiden. Die rasch verdlinnte, relativ 
klare Emulsion A ist Salzen und S&uren gegenflber sehr 
empfindlich im Gegensatz zu der langsam verdflnnten trflben 

1 ) M. Neisser und U. Friedemann, Miinch. med. Wochenschr., 
1904, No. 11. 

2) H. Bechhold, Zeitschr. f. physik. Chemie, Bd. 48, 1904. 

3) 0. Porges, Centralbl. f. Bakt., Bd. 40, 1905. 
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Emulsion B, eine Tatsache, die fOr die Methodik der Fallungen 
von Mastix und anderer kolloidaler Emulsionen von Bedeutung 
sein dflrfte. Das von Gengou fflr Mastixsuspensionen be- 
schriebene Phfinomen der Ausflockung durch aktives Serum 
konnte auch bei Verwendung der Mastixemulsion B demon- 
striert werden. Gegenflber der Ausflockung durch grOBere 
Mengen aktiven Serums verhalten sich also Mastix A und B 
umgekehrt, wie gegenflber der f&llenden Wirkung von Koch* 
salz und Salzsflure. 


Nachdruck verboten. 

[Aus dem Institut fflr Hygiene und Bakteriologie der TJoiversitat 
StraCburg i. E. (Direktor: Geheimrat Frol Dr. Uhlenhuth).] 

Znr Technik der Agglutination. 

Von Dr. Th. Messersohmidt, 

Assistent dee Institute. 

Mit 3 Figuren im Text 

(Eingegangen bei der Redaktion am 6. Marz 1912.) 

Die von Gaehtgens 1 ) angegebene Agglutinationstechnik 
wird in der Weise angestellt, daB die nach der Gruber* 
Widalschen Vorschrift mit Patientenserum und Bakterien- 
aufschwemmung beschickten GlSschen sofort nach dem Fallen 
ungef&hr 10 Minuten zentrifugiert werden. Nach dieser Zeit 
zeigt der Bodensatz eine solch charakteristische Form (siehe 
Fig. 3 und Arb. a. d. Kaiserl. Ges.-Amt), daB aus ihr die 
Diagnose auf Agglutination leicht zu stellen ist. In Grenz* 
fallen ist durch Aufschfitteln des Sediments und Betrachten 
mit der Lupe die Agglutination zu erkennen. 

Diese Technik wird seit Jahren im hiesigen Institut t&glich 
geflbt und hat sich bei einem Untersuchungsmaterial von vielen 
tausend Fallen gut bewahrt. Ihr besonderer Vorteil liegt 
darin, daB die zur Agglutination erforderliche Zeit wesentlich 


1) W. Gaehtgens, Beitrag zur Agglutinationstechnik. Munch, med. 
Wochenschr., 1906, p. 1351 ; Arb. a. d. Kaiserl. Ges.-Amt, Bd. 25, p. 218. 
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abgekfirzt wird. Bereits 15—20 Minuten nach dem Einliefern 
des verdachtigen Blutes kann das Resultat der Agglutination 
bekannt sein. 

Nun gehSren aber zu einer grSBeren Zahl von Unter- 
suchungen, wie sie in bakteriologischen Untersuchungsstationen 
ausgefflhrt werden, entsprechend viele Zentrifugen. Die ge- 
brauchlichen sind ja meistens fflr nur 4 GISschen eingerichtet. 

Die Betrachtung des Bodensatzes erfordert fflr den Unter- 
sucher eine recht unbequeme Haltung. Das macht sich be- 
sonders bei zahlreichen Untersuchungen unangenehm be- 
merkbar. Der Untersucher muB die Glflschen einzeln mit 
ausgestrecktem Arm heben und seinen Kopf weit in den 
Nacken legen, um den Bodensatz genau betrachten zu kflnnen. 
Beide Ungelegenheiten suchte ich zufolge einer Anregung von 
Herrn Geh.-Rat Prof. Dr. Uhlenhuth zu heben. 

Ich glaube, daB mir das mit folgendem Apparat gelungen 
ist. Die Fig. 1 zeigt eine Wasserzentrifuge, von der der 



Fig. l. 

Schutzmantel S vorflbergehend — um die Abbildung flber- 
sichtlicher zu machen — abgeschraubt ist. Ver&ndert ist der 
Aufsatz A, der in seiner jetzigen Gestalt auf jede im Gebrauch 
befindliche Laboratoriumszentrifuge mit Wasser oder elek- 
trischem Antrieb leicht aufzupassen ist. Zu dem Zweck wird 
von einer solchen das aus zwei Oder vier Gehangen bestehende 
Oberteil an der senkrecht stehenden Welle W abgeschraubt, 
daffir der neue, aus starkem Nickelblech bestehende Aufsatz A 
aufgesetzt und mit der Mutterschraube M befestigt. 
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Dieser Aufsatz trSgt zwei becherformige Buchsen a und b. 
Der Durchschnitt einer solchen ist lang-oval. In die Bflchse 
paBt ein Aluminiumeinsatz a, bzw. b Y . Jeder ist zur Auf- 
nahme von 6 Agglutinationsrohrchen bestimmt. 

In der Abbildung ist der Einsatz a, an den FuB der 
Zentrifuge gestellt; wird vom Untersucher in die BQchse b 
eingesetzt. 

Sind die EinsBtze zum Zentrifugieren in die Biichsen 
gebracht, so lassen sich diese durch einen Aluminiumdeckel 
fest verschlieBen. 

Beim Fallen der Gl&schen, die sich in den dOnnen 
Aluminiumeins&tzen befinden, konnen diese leicht fallen. Das 
zu verhuten, bezweckt ein Stativ (Fig. 2), das, wie wir spater 



Sp 


Fig. 2. 


sehen werden, auch gleichzeitig dazu dient, den Bodensatz 
der Rbhrchen nach dem Zentrifugieren zu betrachten. Es 
handelt sich um ein Gestell aus Ahornholz. (Das Ahornholz 
ist sehr hart und laBt sich daher leicht durch Waschen mit 
Desinfektionsmitteln desinfizieren, ohne sich zu ziehen.) 


Digitized by Gck gle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 





















Zur Technik der Agglutination. 


381 


In einer oberen Querstiitze Q befinden sich zwei ovale 
Ausschnitte, die zur Aufnahme der Einsfitze und b x be- 
stimmt sind. In der Fig. 2 hSngt b x in dem Gestell; der 
Untersucher ist im Begriff, in dasselbe einzusetzen. 

Der parallel zur oberen Querstutze unter ihr angebrachte 
Spiegel Sp ermoglicht es nun, bequem den Bodensatz jedes 
GlSschens zu betrachten, wie das die Figur mit dem Einsatz 
b x zeigt. 

Die typische Form des Bodensatzes nach 10 Minuten 
langem Zentrifugieren zeigt Fig. 3 (vgl. auch die Arbeit von 
Gaehtgens, Arb. a. d. Kaiserl. Ges.-Amt). Es wurde hier 
das Spiegelbild eines Einsatzes in dem Stativ photographiert. 



Rohrchen: 1 2 3 4 5 6 

Fig. 3. 

In den Rbhrchen 1—3 fand die Agglutination statt. Der 
Bodensatz ist weit zerstreut, von unregelmaBiger, gezackter 
Gestalt. In ROhrchen 4— 6 blieb die Reaktion aus; der Boden¬ 
satz ist kreisrund, knopfformig und scharf begrenzt. 

Der hier beschriebene Apparat kombiniert also die auBer- 
ordentlich bequeme und zeitsparende Gaehtgens sche 
Agglutinationstechnik mit dem Prinzip des Kuhn-Woithe- 
schen Sedimentoskops. 

Theoretisch ist einzuwenden, daB die beiden auBersten 
Rohrchen eines jeden Einsatzes nicht in der radialen Richtung 
der Zentrifugalkraft stehen. Der Bodensatz findet sich daher 
nicht genau im Zentrum des Bodens. Die geringe Verschiebung 
nach auBen ist aber praktisch belanglos. Ich konnte mich 
durch zahlreiche Versuche iiberzeugen, daB eine positive 
Agglutination dadurch nicht vorgetSuscht wird. 
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Die Anwendung des Apparatus ist mit dem Beschriebenen 
nicht erschopft. Die allgemein in Laboratorien gebrfluchlichen 
Zentrifugen sind fflr 4 ROhrchen eingerichtet. Will man eine 
grOBere Zahl ROhrchen gleichzeitig zentrifugieren, so mflssen 
mehrere Zentrifugen zur Verfflgung stehen. Die beschriebene 
Einrichtung ermOglicht es, mit einer Zentrifuge gleichzeitig 
12 ROhrchen zu zentrifugieren. Sie eignet sich daher gut zur 
Serumgewinnung aus den Blutproben, die in grOOerer Zahl fUr 
die Wassermannsche Reaktion, fflr die Agglutination nnd 
andere Zwecke eingesandt werden. Ueber die 12 ROhrchen 
verteilt, kann man in einem Mai 80—100 ccm mit Andformin 
nach Uhlenhuth fflr den Tuberkelbacillennachweis homo- 
* genisierten Auswurf, Stuhl, Eiter usw M ferner grOBere Urin- 
mengen, Milch n. a. zentrifugieren. 

Der Deckel auf der Zentrifugenbflchse bietet beim Zentri¬ 
fugieren von Rotz und anderem schwer infektiOsen Material 
einen genflgenden Schutz gegen Verschleudern desselben. 

Sflmtliche Teile sowohl der Zentrifuge wie des Stativs 
sind desinfizierbar. 

Infolge der grOBeren Belastung Iftuft die Zentrifuge lang- 
samer als bisher an; nach dem Abstellen der treibenden Kraft 
aber auch langsamer aus. Das sind zwei so bedeutende 
Vorteile, durch die eine vielleicht etwas geringere Maximal- 
geschwindigkeit aufgewogen wird. 

Der beschriebene Apparat nebst den zugehOrigen Zentri- 
fugengl&schen wird von der Firma Walb & Herlein, Strafi- 
burg i. E., Hohenlohestr., geliefert. 
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Nachdruck verboten. 

[Mitteilung ana dem hygienisch - bakteriologischen Inatitut der 
Universitftt Erlangen, exp.-biologische Abteilung (Prof. Or. Wolf¬ 
gang Weichardt), and ana dem chemiach-biologiaohen Labo- 
ratorium der IV. Abteilnng dea St Rochus-Spitales der Haupt- 
nnd Reaidenzatadt Budapest (Prof. Dr. Stephan v. Tdth).] 

Yersuche, Antigen- und AntikBrperbeeinflussungen 
siehtbar zn machen. 

Eiperimeitelle Stalin ait der Epiphuiareaktiea. 

I. Mitteilung. 

Von Eugen Rosenthal (Budapest). 

Mit 4 Figuren im Text 

(Eingegangen bei der Redaktion am 6. Marz 1912.) 

Nachdem das gegenseitige Verh&ltnis der Antigene und 
der AntikOrper erkannt war, machte sich teils aus theoreti- 
schen, teils aus praktischen GrQnden auch das Bedtirfnis ftthl- 
bar, zu ihrem Nachweis im Organismus Wege und Methoden 
zu linden. Der erste Versuch, welcher in dieser Richtung 
angestellt wurde, war natflrlich der Tierversuch, durch welchen 
gezeigt werden konnte, ob in dem fraglichen Serum Stoffe 
vorhanden sind, welche die toxische Oder tddliche Wirkung 
des betreffenden Antigens aufheben kOnnen (Diphtherietoxin, 
Diphtberieheilserum). Dann wurde die Agglutination und 
Pr&zipitation aufgefunden. Indessen sind dies Methoden, welche 
sich praktisch nur fflr ganz spezielle FUlle bew&hrt und brauch- 
bar erwiesen haben. Eine Methode, die man zum allgemeinen 
Nachweis von Antikflrpern geeignet hielt, war das von Bordet 
und Gengou entdeckte Ph&nomen der sogenannten Kom- 
plementablenkung. Wie allgemein bekannt, wurde dieselbe von 
Wassermann, Neisser und Brnck fflr die Diagnose der 
Lues ausgearbeitet Es hat sich indessen bekanntlich heraus- 
gestellt, daft die Reaktion nicht an die von der Leber luetischer 
Fdten gewonnenen spezifischen Stoffe gebunden ist, sondern daC 
die Reaktion ebenso zustande kommt, wenn man als Antigen 
ein Extrakt vom normalen Meerschweinchenherz verwendet. 
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Hierdurch ging aber der Beweis der Spezifit&t der Komplement- 
ablenkungsmethode bei Lues verloren; denu ware eine solche 
vorhauden, so kdnute die Reaktion mit einem unspezifischen 
Antigen nicht zustande kommen. — Ich denke, es bleibt hier 
wohl nichts anderes Qbrig als zu gestehen, daB die praktiscbe 
Verwertung der Komplementablenkungsmethode fflr die Lues- 
diagnose ein glflcklicher Zufall ist, welcher dem Fortschritte 
der Wissenschaft bereits oft und mit viel Erfolg zn Hilfe 
kam. Es bleibt sich nun gleich, ob hier ein sensibilisierender 
Ambozeptor wirkt, ob eine Ablenkung, Fixierung Oder gar 
ZerstSrung des Komplementes stattfindet: ich mdchte hier 
nur daran festhalten, daB man die Reaktion nur bei Syphilis 
gesetzmaBig findet, und daB sie bei anderen Infektionskrank- 
heiten kaum und hdchst unsicher vorhanden ist. Nur noch 
bei Typhus- und Meningokokkeninfektion ist sie regelmSBiger 
zu finden, fehlt dagegen Oder erscheint nur ganz ungesetz- 
mSBig bei Tuberkulose, Cholera, Gonokokken, Streptokokken, 
Staphylokokken, Malaria, Lepra etc. Wenn ich noch erwfihne, 
daB z. B. die Reaktion bei Lepra nicht nur mit alkoholischem 
Meerschweinchenherzextrakt, sondern auch mit Tuberkulin 
positiv 1 ) ist, so wird mir wohl ein jeder beistimmen mflssen, 
daB hier von einer allgemein giiltigen theoretischen Grund- 
lage, und von einer allgemein verwertbaren Methode, welche 
zum Nachweis von AntikOrpern geeignet wfire, nicht die Rede 
sein kann, und daB dieselbe nur ffir die Syphilisdiagnose prak- 
tisch verwendbar ist. — SchlieBlich ist die anaphylaktische 
Reaktion zu erwflhnen. Zum Antikorpernachweis eignet sie 
sich nur in manchen Fallen (besonders fflr EiweiBdifferen- 
zierungen). Abgesehen davon, daB man oft erst nach Wochen 
zu einem Resultat kommt, scheint ihr Ausfall von so zahl- 
reichen Komponenten beeinflufit zu sein, daB sie auBer der 
bereits erwahnten Differenzierung von EiweiBarten keine 
weitere praktische Verwendung fand. 


1 ) Slatin<$anu (Compt. rend. Soc. Biol., 1908) mochte dies ganz 
merkwiirdigerweise darauf zuriickfiihren, dafi die meisten Leprosen gleich- 
zeitig tuberkulos sind: erstens ist dies nicht bewiesen, zweitens ist die 
Komplementablenkungsreaktion bei Tuberkulose recht unsicher. (Bei Much 
und Hoesli [Brauers Beitr., Bd. 17| reagierten z. B. von 9 Tuberkuldsen 
nur 2 positiv.) 


Go^ 'gle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Antigen- und Antikorperbeeinflussungen sichtbar zu macben. 385 

Bereits aus dieser kurzen Uebersicht kann man ersehen, 
daB die erwfihnten Methoden zom Nachweis von Antigen- 
Antikorperreaktionen nor in ganz speziellen Fallen verwendbar 
sind, und daB ihnen durchaus keine allgemeine Gliltigkeit zu- 
zusprechen ist. 


DaB sich alle Immunitatsstudien so ungeheuer kompliziert 
und verwickelt gestalten, daran dtlrfte wohl die Hauptschuld 
der Umstand tragen, dafi man fortwfihrend mit unbekannten 
Substanzen, mit unbekannten Grdfien arbeiten muB. Die 
chemische Eonstitution der Reaktionskdrper, des Indikators, 
kennen wir nicht, ebenso ist uns ihre Wirkungsweise un- 
bekannt. Ein besonderer Fortscbritt war es nun, als Weichardt 
anstatt der unbekannten biologischen Indikatoren (hfimolyti- 
sches System, anaphylaktiscber Reaktionskdrper etc.) einen gut 
definierten pbysikalisch-cbemischen Indikator einscbaltete, urn 
die Antigen - Antikdrperreaktionen sichtbar zu macben. Die 
diesbezflglichen Versuche gehen auf das Jahr 1908 zurtick. 

Zuerst konnte auf Glasplatten mit Millimeterteilung ge- 
zeigt werden, daB die Diffusion verschieden gefarbter Flflssig- 
keiten gegeneinander sich andert, wenn der einen Antigen 
und der anderen der spezifische Antikdrper zugemischt werden. 
Dasselbe Resultat ergaben die Versuche, als sie mit Kapillaren 
wiederholt wurden. 

Ferner war Weichardt imstande, auch mittels der 
chemischen Wage darzutun, daB Diffusionsbeschleunigung bei 
Antigen-Antikorperbindung eintritt (s. Bd. 6, H. 4 d. Z., p. 645). 

Schliefilich konnte die Diffusionsbeschleunigung direkt 
durch den Weichardtschen Diffusiometer gezeigt werden. 

Dereelbe besteht aus zwei gliisernen wagerecht stehenden Schenkeln, 
welche durch ein Mittelstiick mit drehbarem Glashahn verbunden sind. 
In der weiten Bohrnng des Glashahn es ist Wasser, in dem einen Bchenkel 
eine etwas alkalisch gehaltene Fliissigkeit, in dem anderen eine schwach 
saure; beide sind mit Phenolphtalein versetzt. Wird nun der Hahn ge- 
ijffnet, so tritt an beiden Seiten Entfarbung ein. 

Der zeitliche Verlauf dieser Entfarbung andert sich, wenn 
auf der einen Seite Antigen, auf der anderen dessen spezi- 
fischer Antikdrper zugemischt worden ist. DaB derartige Dif¬ 
fusion svorgfinge auch im Korper eine Rolle spielen, konnte 
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Kraus zeigen. Seine auf zahlreiche Versuche gestQtzten An- 
schauungen gipfeln darin, dafi Toxin aus dem Innern der 
Zellen zn dem in den Kdrpers&ften kreisenden Antitoxin hin- 
diffundiert. AUe diese Ver&nderungen sind natflrlich sehr 
fein und kdnnen nur mit den soeben beschriebenen exakten 
Methoden sicher nachgewiesen werden. Weniger auff&llige 
Ausschl&ge sind mit dem Stalagmometer zu erhalten, mit 
welchem spfiter (1910) Ascoli arbeitete. 

Als sich durch alle diese Versuche herausgestellt hatte, 
dafi jene Verfinderungen gewisser physikalisch-chemischer Kon- 
stanten bei Antigen - AntikOrperreaktionen gesetzm&Big vor- 
handen sind, gait es, eine Methodik zu linden, welche quan- 
titatives Arbeiten gestattet. Nach vielfachen Versuchen konnte 
Weichardt feststellen, dafi ein in der Oberfl&chen- 
bildung begriffenes System durch die Antigen- 
Antikdrperbindung beeinflufibar ist, und dafi durch 
sie der Umschlagspunkt des beim Versuch eingeschalteten 
Indikators, des Phenolphtaleins, verschoben wird. Dies ist 
das Prinzip der Epiphaninreaktion (von iittydiveta = Oberfl&che). 

Diese wird in der Weise ausgefiihrt, dafi man ein aufeinander ein- 
ges tell tea Ba(0fl) J -H J S0 4 -Sy8tem einmal bestimmten Verdunnungen vOn 
Antigen und Antiserum zufiigt, nachdem diesel ben aufeinander eingewirkt 
haben (1. Gefafi) und in einem zweiten Fall, wo eine gegenseitige Ein- 
wirkung von Antigen und Antiserum noch nicht stattfand (2. Gefafi). 
Fiigen wir nun Phenolphtalein hinzu, so zeigt sich, dafi, wenn der be- 
treffende spezifische Antikbrper vorhanden ist, bei einer bestimmten Ver- 
diinnung desselben der Umschlagspunkt im 2. Gefafi, der Kontrolle, noch 
nicht eintritt, wenn er im 1. Gefafi bereits zu sehen ist. Dieser Unter- 
schied kann durch y^-H t S0 4 -Losung ausgeglichen werden, und die Menge 
dieser Losung, welche dazu notig ist, um in beiden Gefafien den gleichen 
Farbenton zu erhalten, gibt den Ausschlag des Versuches. In genau der- 
selben Weise wird die Beaktion mit 3 verschiedenen Serum verdunnungen 
ausgefiihrt, woraus sich eine Kurve ergibt. Der Verlauf der Kurve zeigt 
dann den positiven oder negativen Ausfall der Beaktion an 1 ). 

Aus dem Gesagten lafit sich jetzt schon der SchluB ziehen, 
dafi bei Antigen-AntikOrperreaktionen Verftnderungen der Dif- 
fusionsgeschwindigkeit vorkommen. Es mfissen also zunftchst 


1) Diese kurze Skizzierung der Epiphaninreaktion mdchte ich nur 
zum besseren Verstiindnis meiner folgenden Ausfuhrungen vorausschicken; 
iiber genauere technische Vorschriften s. weiter unten. 
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Ver&nderungen des osmotischen Druckes vorhanden sein. 
Damit findern sich auch eine Reihe weiterer physikalisch- 
chemischer Faktoren. Bei der Epiphaninreaktion haben wir 
es nach nnseren Beobachtungen offenbar mit Adsorptions- 
erscheinungen zu tun, wie sie ahnlich von H. E. Wohlers 
bei anorganischen Salzen beobachtet wurden. 

Immerhin wird es noch geraume Zeit und vieler Unter- 
suchungen bedfirfen, ehe wir fiber den Mechanismus und die 
Entstehung der Reaktion genau orientiert sind. Die fflr die 
Medizin wichtigste Frage war zunfichst die, ob die Reaktion 
konstant ist und ob mit ihr fiberhaupt Serumverfinderungen, wie 
sie durch Immunitatsvorg&nge zustande kommen, mefibar sind. 

Zu diesem Zwecke arbeitete Weichardt die oben kurz 
beschriebene Technik der Epiphaninreaktion aus, welche 
fibrigens, wie wir weiter unten sehen werden, einen gewissen 
Sinn fflr chemisch-analytisches Arbeiten voraussetzt und nur 
in der Hand eines gewandten und genauen Experimentators 
verl&Bliche Ergebnisse liefert Pr&zise und exakte Methoden 
sind aber durchaus nicht geeignet, um gewisse Dinge in 
weitere Ereise zu verbreiten, da wohl sehr viele Mediziner 
das fflr die Ausftlhrung der Reaktion unbedingt nfitige exakte 
und pr&zise Arbeiten nicht zustande bringen und Mifierfolge 
nie durch ungenaues Arbeiten erkl&rt, sondern stets auf die 
Methode geschoben werden. Aus diesem Grunde meinte auch 
Weichardt in einer seiner jflngsten Verfiffentlichungen fiber 
diesen Gegenstand, dafi die Epiphaninreaktion in ihrer heutigen 
Form fflr praktische Zwecke noch nicht verwendbar ist. 

Nun gelang es mir, zur Ausftlhrung der Epiphanin¬ 
reaktion eine Methodik auszuarbeiten, welche ein jeder leicht 
und rasch erlernen kann, welche ganz minimale chemische 
Vorbildung voraussetzt und durch welche die oben erw&hnte 
analytische Genauigkeit ausgeschaltet wird, so dafi schliefilich 
ein bedeutend rascheres und zuverl&ssigeres Arbeiten mdglich 
wird. Ich glaube, dafi nunmehr die Epiphaninreaktion nicht 
nur von einzelnen erlernt werden wird, sondern dafi fflr sie 
durch diese einfache und durchsichtige Methodik die Mdglichkeit 
gegeben ist, zum Gemeingut der weitesten Ereise zu werden. 

Um auf diese Weise einer praktischen Verwertung dieser 
neuen biologischen Methode eine Grundlage zu schaifen, habe 
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ich bei einer Anzahl praktisch wichtiger Antigene die Re- 
aktion im Tierversuch erprobt, um zu sehen, ob und unter 
welchen Umstanden bei gewissen Erkrankungen die Epiphanin- 
reaktion verwertet werden kSnnte *). — Diese „Experimentellen 
Studien“, welche ich teilweise in Gemeinschaft mit dem ge- 
wandten Mitarbeiter Prof. Weichardts, Herrn Dr. St5t- 
t e r, auszufflhren Gelegenheit hatte, sollen nan in einer Reihe 
von Mitteilungen verdifentlicht werden. Dieselben erstrecken 
sich vor allem auf Diphtherie, Tuberkulose, dann auf Infek- 
tionen mit Streptokokken, Staphylokokken, Gonokokken, auf 
Differenzierung verschiedener KQrpereiweiBe, ferner auf die 
Frage der Spezifitflt und der Inaktivierung usw. Zuvor ist 
es indessen notig, auf einige Dinge von allgemeiner Wichtig- 
keit (Eigenschaften des Antigens, des Antiserums), sowie auf 
die Technik der Reaktion n&her einzugehen. 


Ueber das Antigen. Fflr das Gelingen unserer Reaktion 
ist von besonderer Wichtigkeit, zur Reaktion stets ein ent- 
sprechendes Antigen zu verwenden. So darf man z. B. bei 
Ausfflhrung der Epiphaninreaktion bei Tuberkulose nur ein 
geeignetes Tuberkulin verwenden, da man sonst zu keinem 
sicheren Resultat kommt. Das Antigen rauB fflr unsere 
Reaktion stets in jener Verdflnnung zum Versuch 
herangezogen werden, welche mit dem wenigstens 
48 Stunden alten, mit etwas Karbol versetzten, 
genflgend verdflnnten Serum eines gesunden 
Meerschweinchens keinen Ausschlag gibt. (Ein 
solches Serum mochte ich fflr unseren Versuch als ein 
v Standardserum “ bezeichnen.) Ist die richtige Antigen- 
verdflnnung einmal festgestellt, so wird man sie in der Regel 
zur Reaktion beibehalten konnen. Wir verwenden gewflhnlich 
Antigene, welche in einer Verdflnnung von 10 -2 unter Anti- 
kenotoxinzusatz (siehe weiter unten) mit dem Standardserum 
keinen Ausschlag geben. Dieser Forderung entsprachen z. B. 
die Normalgiftlbsung Behrings bei Diphtherie, Aufschwem- 
mungen von abgetoteten Streptokokken im Verhfiltnis von 


1 ) Erst auf Gnmd zahlreicher Versuche kann von einer praktisch- 
diagnostischen Verwertung unserer Reaktion die Rede sein. 
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1:10 ccm 20-proz. Glyzerinwasser. Nach der Erfahrung von 
Weichardt und Stdtter eignet sich das 20-proz. Glyzerin¬ 
wasser ganz vorzflglich zur Herstellung der Antigene; die- 
selben sind ohne jeden Zusatz sehr gut haltbar, scheinen 
ihren Titer nicht zu ver&ndern und haben sich in jeder Hin- 
sicht bewfihrt. W&hrend ihrer Versuche baben indessen die 
beiden Autoren gefunden, dall man mit gewissen Antigenen 
nur dann richtige Resultate erhfilt, wenn man denselben eine 
Spur von Antikenotoxin zusetzt Der Mechanismus der Wir- 
kung liegt nach der Ansicbt Weichardts in einer partiellen 
Absattigung gemeinsamer EiweiBspaltprodukte, die wie in dem 
bekannten Castellanischen Versuch vorher abgebunden 
werden und dann nicht mebr sichtbar in Reaktion treten. 
Jedenfalls pflegt die Epiphaninreaktion danach spezifischer 
auszufailen. 

Das Antikenotoxin kann von der Chem. Fabrik A. G. Ealle in 
Biebrich a/Rh. bezogen werden und wird in einer Verdiinnung von 10— 4 
verwendet. Von der Fabrik wird das Praparat unter dem Handelsnamen 
„Retardin“ in den Verkehr gebracht. Von demselben bereitet man sich 
eine Stammldsung 1:10, von welcher man beim Versuch zuerst eine Ver- 
diinnung 1:100 (= 0,1:10), dann von dieser eine von 1:10 herstellt. 
Diese letzte Verdiinnung ist gleich 10— 4 des unverdiinnten Praparates und 
von dieser wird bei Anstellung der Reaktion dem Antigen 0,1 ccm zu- 
gefiigt 1 ). Da man bei Verwendung eines Antigens zunachst nicht weill, 
ob es nicht EiweiBspaltprodukte enthalt, die eventuell Verwandtschafts- 
reaktionen auslosen, soil es zur Regel gemacht werden, zu jedem Antigen 
gleichsam prophylaktisch in der angegebenen Weise Antikenotoxin zu- 
zusetzen. 

Die Sera dflrfen in der Regel nicht frisch untersucht 
werden; denn nach unserer Erfahrung befinden sich in frischen 
Seren Stoffe, welche unsere Reaktion stdrend beeinflussen 
kdnnen, indem sie zuweilen ganz enorme und unkonstante 
Ausschl&ge veranlassen. Wenn man die abgehobenen Sera 
mit etwas Karbol versetzt und dieselben dann 2 Tage lang 
im Eisschrank aufbewahrt, so werden in der Regel diese 
stdrenden Substanzen vernichtet. Gewdhnlichuntersuche 
man die Ausschl&ge fflr Verdiinnung 10 -4 , 10 -6 und 
10 -8 . Bei den von uns untersuchten Antigenen (s. unten) lag 

1) Nach dem Abmessen von Antikenotoxin sind die Pipetten durch 
mehrfaches (2—3maliges) Spiilen grundlich zu reinigenl 

Zeilschr. f. ImmnoltlttforechuDf. Orig. Bd. XIII. 26 
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fflr Diphtheric der Maximalwert bei den Serumverdflnnungen 
10~ 4 , bei Tuberkulose und in zahlreichen anderen Fallen bei 
der Serumverdlinnung 10 -6 . 

Nimmt man VerdOnnungen des Serums nnter 10 -8 , so 
sind die stdrenden Stoffe noch nicht genflgend verdiinnt and 
man bekommt nnsichere Resultate, wie dies aoch die Versuche 
von Kammann 1 ) beweisen. VerdQnnt man dagegen das 
Serum liber 10~ 8 hinaus, so nAhern sich die Werte allm&hlich 
der Nullinie, fallen eventnell auch nnter diese *). Im Falle 
einer positiven Reaktion nimmt die Kurve einen Verlauf, 
welcher einen bedeutenden positiven Ausschlag zeitigt, woranf 
kleinere, nm die Nullinie schwankende, pendelartige Ausschl&ge 
folgen, welche andeuten, dafi zwiscben Antigen und Serum 
neben der erheblicheren spezifischen Reaktion auch bei sehr 
hohen Verddnnungen noch feinste chemisch - physikalische 
Aenderungen ablaufen. 


Ueber die Technik der Epiphaninreaktion mit der 
von Weichardt angegebenen Originalmethode nebst einigen 
weiteren Verfeinerungen derselben berichtete jtlngst StOtter ®). 
In dieser Arbeit ist die AusfQhrung der Epiphaninreaktion 
mittels der Mikrapipette ganz genau beschrieben. In der¬ 
selben sind alle Einzelheiten angefQhrt, mit alien mOglichen 
Fehlerquellen, welche in Betracht kommen kdnnen. Es wird 
auch angegeben, wie diese sicher zu umgehen sind. Eine 
nochmalige genaue Angabe aller dieser wichtigen Details ist 
daher flberfliissig, und ich ftihre diese Weichardt-Stdtter- 
sche Ausfflhrungsweise der Epiphaninreaktion nur so kurz an, 

1) Kammann, ZeitBchr. 1 Immunitatsf., Bd. 11, p. 178. 

2) Die Heretellung der Verdiinnungen des Antikenotoxins, des Anti¬ 
gens und des Serums geschieht am einfachBten in einer Reihe von MeB- 
rohrchen (mit Glasstopsel), welche ungefahr 15 ccm fassen. In dieeelbe 
wird je 10 ccm destilliertes Wasser abgemessen; von dieser entnimmt man 
soviet mit einer Mikrapipette, wieviel die zu verdiinnende Fliissigkeit be- 
tragt und schiittelt nach Verschlufi mit dem Glass tbpsel grundlich durch. 
(Verdiinnung 10— a bekommt man, wenn man 0,1:10 verdiinnt; 10— 4 , wenn 
man von der so erhaltenen Losung wieder 0,1:10 verdiinnt; 10—* wieder 
durch Verdiinnung von 0,1 ccm der Losung 10— 4 zu 10 ccm destilliertem 
Wasser usw.) 

3) H. 8 tot ter, Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 11, p. 749. 
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als dies zum Verstfindnis meiner weiteren Ausfflhrungen un- 
bedingt nOtig ist, und gehe auf Einzelheiten nur dort ein, 
wo diese in der Arbeit yon St Otter ans fiuBeren Grflnden 
keine Erwfihnnng fanden. 

Beim sogenannten Vierglfiser-Versuch wird znerst die 
Kurve fttr die Verdflnnung 10 -8 bestimmt 1 ): die 4 Glaser 
werden znerst mit Antigen, Antiserum bezw. Wasser in der 
Weise beschickt, wie dies am folgenden Schema verzeichnet ist: 
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IV 
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H2SO4 
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Antiserum 
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Antigen 


Antigen 


Wasser 

* 


Wasser 


Nachher werden die Flflssigkeiten durch leichtes Schwenken 
der Glaser vermischt nnd 10—15 Minuten stehen gelassen. 
Nun folgt der wichtigste und schwierigste Teil des Versuches, 
das Einfflllen des Indikatorensystems. Dasselbe besteht aus 
gleichen Mengen (3 ccm) auf die verwendete BarytlOsung 
womdglich genau eingestellter Schwefelsaure und der Baryt- 
lauge nebst Phenolphtaleinzusatz. Bei der Beschickung der 
Glaser verwende man stets eine bestimmte Pipette fflr Baryt- 
lauge und eine andere fflr die Schwefelsaure. Zuerst fflllt 
man die Barytlauge ein, indem man das MeBrohrchen mit 
derselben zweimal fflllt und ausspfllt; die zum dritten Male 
genommene Menge wird erst zum Versuch verwendet und in 
das betreffende Glas abgefflllt. Urn jede Spur Lauge von der 
Pipette herauszubekommen, mull dieselbe in der von Stotter 
be8chriebenen Weise zweimal mit destilliertem Wasser nach- 
gespfllt werden (vom SpfllgefaB 1 in das Spfllgefail 2). Natflr- 
lich muB man dabei darauf achten, daB vom Spfllwasser nichts 
flberlauft; also stets nur ungefflhr 7 /g der MeBrdhre mit Spfll¬ 
wasser fflllen! Ferner muB man beim Holen des Spfllwassers 
stets v or erst ansaugen und wahrenddem die Pipette in das 

1) Man beginne stets mit der hdchBten Yerdiinnung, da diese am 
wenigBten haltbar ist. 

26 * 
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Wasser eintauchen, damit keine Lauge in das Wasser dif- 
fnndiert. Dann wird das zweite und alle weiteren Glaser 
in der soeben beschriebenen Weise mit Barytlauge gefflllt. 
Hat man 1 oder 2 Eurven bestimmt, so empfiehlt es sich, 
die Barytpipetten mit Salzsanre zu reinigen, um die Wand 
derselben vom entstandenen Barytkarbonat zn befreien, da 
dieses die MeBrflhre allmahlich verstopft (besonders an der 
feinen oberen Auslaufstelle) und da durch dieselbe die Be* 
trachtung der FlilssigkeitshQhe im oberen Teil der MeBrdhre 
erschwert ist. (Nach der Salzsaure ist das Rdhrchen natflrlich 
mit destilliertem Wasser sorgfSltig auszuspfllen.) Dann folgt 
der Phenolphtaleinzusatz und schlieBlich wird in jedes Glas 
dieselbe Menge Schwefelsaure abgemessen. Hierbei hat man 
natflrlich mit derselben Vorsicht und Genauigkeit vorzugehen, 
wie bei dera Abmessen der Barytlauge. 

Bei der Einfflllung der Lauge und der Sflure hat man 
ferner auf folgende Punkte genau zu achten: 

1) soil man das MeBrflhrchen in die S&ure bzw. Lauge 
gleichm&fiig tief eintauchen und die untere Spitze am Hals 
der Flasche abstreifen: unterl&Bt man dies, so bleibt — je 
nachdem man mehr oder weniger tief eintaucht — ein kleinerer 
oder groBerer Tropfen hangen; 

2) muB darauf streng geachtet werden, daB man die MeB- 
rohrchen vollstandig fttlle und wenn sie einmal gefflllt sind, 
muB der Stempel fest und sicher gehalten werden, damit 
oben keine Luft eintrete. Ebenso darf man den Stempel nicht 
mehr anziehen, wenn die untere Spitze der Pipette bereits 
aus der Flflssigkeit heraus ist, denn in diesem Fall tritt 
wieder unten Luft ein. Natflrlich darf auch im Innern der 
ROhre keine Luft vorhanden sein, da eine solche einen ganz 
groben Fehler bedingt. 

Sind nun alle vier Glaser mit den betreffenden Flflssig- 
keiten genau gefflllt, so wird der Inhalt von Gefafi I und IV 
einerseits und II und III andererseits nebst dem Inhalt der 
Spfllgefafie 1 2 ) zusammengegossen und sorgf&ltig nachgespfllt *). 

1) Gefafi I und IV haben gemeinsame Spiilgefafie, ebenso Gefafi II 
und III (vgl. Stotter 1. c.). 

2) Neuerdings fiigen wir den Indikator eret am Schlufi, nachdem I 
und IV und II und III vereinigt worden sind, zu. Es werden dadureh 
2 Pipettierungen erspart. 
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Wenn die Baryt- und die S&urelOsungen aufeinander ganz 
genau eingestellt sind, dann ist die Reaktion ohne weiteres 
zu sehen. Dies ist indessen selten der Fall, denn meistens 
ist die S&ure etwas starker als die Lauge, und man mull ge- 
wOhnlich 2—3, Oder ausnahmsweise noch mehr Kubikzenti- 
meter n/ 100 -Natronlauge x ) eventuell aber auch Sfiure beiden 
LOsungen zufflgen, bis in einem Glas die Uebergangsfarbe 
und im andern Glas (im Falle eines Ausschlages) ein 
etwas starkeres Rot des Phenolphtaleins erscheint. Nun 
werden dem letzteren Glas so viel Kubikzentimeter einer 
n/iooo * H,S0 4 - L8sung zugefflgt, bis in demselben derselbe 
Uebergangston des Phenolphtaleins zu beobachten ist, wie im 
nebenstehenden andern Glas. War hierbei die starkere Farbung 
im II. Gef&B (entstanden aus dem Inhalt von II und III) 
vorhanden, so ist der Ausschlag positiv und wird in unserem 
Ordinatensystem zur betreffenden Serumverdiinnung fiber die 
Nullinie eingetragen, ist dagegen der Inhalt vom Glas I starker 
rot, so ist der erhaltene Wert negativ. Wenn kein Ausschlag 
vorhanden ist, so ist ein Farbenunterschied zwischen beiden 
Giasern nach Hinzuffigung von NaOH natfirlich nicht zu finden. 

In der soeben beschriebenen Weise werden die Werte 
ffir 3 Verdfinnungen festgestellt, dieselbe in unsere Tabelle 
eingetragen, wodurch man dann einen bestimmten Kurven- 
verlauf bekommt, welcher je nach dem positiven oder negativen 
Ausfall der Reaktion verschieden ist. 

Arbeitet man ganz genau nach den von Weichardt 
und Stfitter angegebenen Vorschriften und berficksichtigt 
man die soeben angegebenen Details, so bekommt man 
stets sichere, verlSBliche Werte, so daB man bei 
Parallelbestimmungen keine grOCeren Abweichungen bekommt, 
als die Fehlergrenze betrfigt [dieselbe macht bei einiger 
Uebung nicht mehr als ungef&hr ± 1 ccm aus*)]. Aber wie be- 
reits erw&hnt, ist dabei ein absolut exaktes Arbeiten 
und ein gewisser Sinn ffir chemisch-analytische Genauigkeit 
unerlfiBlich, denn fehlt z. B. letzterer, so werden Fehler vom 
Experimentator vollstfindig fibersehen. 

1) E i n m al mit NaOH vorspiilen, einmal mit destilliertem Wasser in 
das Glas nachspiilen. 

2) Ueber nahere Details beziiglich der Fehlergrenze soil in der nachsten 
Mitteilung benchtet werden. 
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Wir waren uns bewuOt, daft die Ausffihrnng der Epi- 
phaninreaktion im gewOhnlichen Laboratorium auf Schwierig- 
keiten stofien wtlrde, da man im allgemeinen die einfache 



G ein iiber denjenigen Teil des 
Hahnes gezogenes Gummi- 
schlauchstiick, welches bei der 
Hahnstellung fiir Lauge bzw. 
Saure stets oben und bei 
Einstelluog auf destilliertes 
Wasser stets unten ist. 



Fig. 2. 


Bedingung eines ganz pr&zisen Arbeitens leider nur sehr selten 
erftillt wissen kann. Deshalb habe ich versucht, eine Ver- 
suchseinrichtung zu finden, welche ein genanes Arbeiten ge- 
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stattet, aber dabei das milhsame, peinliche, genane and ver- 
hftltnismftBig viel Zeit absorbierende Arbeiten des Abmessens 
von Alkali und Sfture mit der Mikrapipette vermeiden lftBt. 
Dies ist mir geglflckt, indem ich zum Abmessen der Baryt- 
lauge bzw. der Schwefelsfture eine spiralig verlaufende Pipette 

— Spiralpipette — verwende, wie sie in Fig. 1 zu sehen ist 1 ). 
Die Spirale faflt von „a“ bis zur Spitze ungeffthr 3 ccm und 
kann durch verschiedene Einstellung des doppelt durchbohrten 
Glashahnes mit einer der beiden Zulaufrdhren verbunden 
werden, wfthrend ein ZufluB vom anderen Rohr unmbglich ist. 

— Fflr Lauge und Sfture verwende man je eine Spiralpipette, 
und zwar in der Weise, daB bei der Barytpipette durch das 
Zulaufrohr 1 die Barytlauge, bei der Sfturepipette Schwefel- 
sfture zulfiuft, wfihrend -durch das Zulaufsrohr 2 in beiden 
Fftllen destilliertes Wasser zugeleitet wird. Die Zulaufrdhren 
sind mit Bfiretten verbunden, welche von Devilleschen 
Flaschen automatisch gefOllt werden konnen (siehe Fig. 2). 
Das Prinzip dieses Apparates besteht nun in folgendem: wenn 
man durch die Spirale vom Zulaufrohr 1 solange Barytlauge 
flieBen lftBt, bis dieselbe den Inhalt derselben (destilliertes 
Wasser) vollkommen verdrftngt, so daB in der Spirale die 
unverdtinnte Barytlauge des ZufluBrohres vorhanden ist, so hat 
man nach VerschluB des Glashahnes eine abgemessene Menge 
von Barytlauge vor sich: betrftgt der Inhalt der Spirale von 
der Einmtlndungsstelle „a“ bis zur unteren Spitze 3 ccm, so hat 

- man eben diese Menge abgemessen in der Hand 2 ). Diese be- 
stimmte Menge kann man nun dadurch aus der Spirale quan- 
titativ herausbekommen, daB man durch das ZufluBrohr 2 
solange destilliertes Wasser durch die Pipette leitet, bis das 
herausilieBende Wasser mit Phenolphtalein nicht die geringste 
Spur von Rdtung zeigt. 

Die in diesem Sinn ausgeftihrten Versuche haben gezeigt, 
daB, wenn die Spirale mit Barytlauge geffillt ist, man die* 
selbe durch ein Nachspiilen von 14 ccm destillierten Wassers 

1) Dieselbe wird von der Firma F. & M. Lautenschliiger erzeugt und 
kann von derselben bezogen werden. 

2) Fiir physikalisch-chemische und fur unsere Zwecke kommt es nicht 
auf die absolute Menge der verweudeten Losungen an, dieselbe kann 2.8 
wie auch 3,2 betragen, sondem darauf, dafi stets, wenigstens aber innerbalb 
eines Versuches, gleiche Mengen verwendet werden. 
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vollkommen herausbekommt, denn das fiber diese Menge 
gelassene Wasser zeigt auf Zusatz von Phenolphtalein keine 
ROtung mehr. Wenn man anstatt einer spiralig verlanfenden 
Pipette eine gerade Pipette verwendet, so brancht man znm voll- 
st&ndigen Ausspfilen der Lauge nicht 14, sondern 20—22 ccm 
Spfllwasser, was natfirlich die Ausffihrung der Reaktion recbt 
nnbeqnem gestalten wfirde. Durch den spiraligen Ver- 
lauf der Pipette ist ein rasches und grflndliches 
Abspfilen der Pipettenwandmitwenig Spfllwasser 
gesichert, denn durch die fortwfihrenden Windungen des 
Rohres werden die an die Pipettenwand anschlagenden Flflssig- 
keitsteile stets auf eine gegenfiberliegende Wand reflektiert, wo- 
durch dann diese auch von den letzten Spuren von Baryt z. B. 
sehr rasch, grfindlich und mit wenig Spfllwasser befreit werden. — 
Zur vollkommenen F&llung der Spirale mit Baryt genflgen etwa 
13—14 ccm, um aber einen Fehler sicher zu vermeiden, soli man 
stets 15 ccm Barytlauge abfliefien lassen. Wenn man grSBere 
Men gen von Baryt, 30—40 ccm, durch die Spirale leitet, findet 
man, daB die dann herausgespfilte Lauge mit genau derselben 
Menge von Sflure neutralisiert wird, als wenn man mit 15 ccm 
„vorspfllt“. Hieraus ergibt sich, daB sich in der Spirale die 
unverdfinnte Barytlauge des Zuflufirohres befindet, wenn man 
15 ccm von derselben ablaufen lftBt. Die zum Nachspfllen 
verwendeten 14 ccm destillierten Wassers werden nun in der 
Weise verteilt, daB man davon 4 ccm in ein GefftB des Vier- 
gl&serversuches und 10 ccm in das SpQlgef&B ablaufen l&Bt. 
Es empfiehlt sich ungefahr bei 2 ccm vor dem Ablaufen der 
gesamten SpQlflfissigkeit den Hahn fflr einen Moment zu 
schlieBen. Die Beschickung der Gef&Be I—IV eines Vier- 
gldserversuches gestaltet sich also folgendermaBen: 

1) Man l&Bt 15 ccm Baryt in ein indifferentes Gef&B ab- 
fliefien; etwa an der Spitze der Spiralpipette h&ngende Tropfen 
werden abgewischt. 

2) Der Hahn wird um 180° gedreht und durch 4 ccm 
destilliertes Wasser spiilt man die abgemessene Lauge in Glas I. 

3) Man laBt 8-1-2 ccm destilliertes Wasser in das ge- 
meinsame SpiilgefaB fur Glas I und IV abflieBen. 

Nun ist Glas I mit Baryt geffillt; Glas II fflllt man in 
derselben Weise, man beginnt mit dem „Vorspfllen“ mit 15 ccm 
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Baryt und ffihrt so fort, wie soeben beschrieben, mit dem 
Unterschied, dafi das Spfilwasser in das gemeinsame Spfilgeffifi 
von II und III hinabgelassen wird. Glas III und IV werden 
in analoger Weise gefUllt. Dann folgt der Phenolphtalein- 
zusatz und schliefilich kommt die Schwefelsfiure, welche man 
genau in derselben, soeben fflr Baryt beschriebenen Weise mit 
einer zweiten Spiralpipette in die betreffenden Glaser abfttllt 1 ). 

Bereits aus dieser Darstellung dfirfte wohl ein jeder die 
Ueberzeugung gewinnen, dafi die Spiralpipette eine entschieden 
einfachere, raschere Ausffihrung der Epiphaninreaktion ge- 
stattet und dafi durch dieselbe das ungenaue Arbeiten, welches 
eine weitere Verbreitung dieser Methode beinahe ganz unmdglich 
machte, einfach ausgeschaltet ist. Bei Ausffihrung der Epi¬ 
phaninreaktion mit der Spiralpipette kommt es doch nicht 
darauf an, ob man aus der Bfirette urn einige Zehntel Kubik- 
zentimeter mehr Oder weniger ablaufen lfifit; das zuweilen er- 
mfidende fl Vorspfilen“ und „Nachspfilen tt mit der Mikra wird 
durch eine einfache Drehung des Glashahnes ersetzt. Eine 
ungenaue Ffillung der Pipette ist ausgeschlossen, Luftblasen 
kdnnen in dieselbe fiberhaupt nicht eindringen (hierfiber siehe 
auch weiter unten), ein Niederschlag von Barytkarbonat ist 
ebenfalls unmfiglich, da, wie wir sehen werden, die Ffillung der 
Bfirette unter Kohlens&ureausschlufi erfolgt. (Demnach f&llt 
auch die Reinigung der Mefirfihre mit HC1 fort.) Wie wir weiter 
oben gesehen haben, beansprucht das Nachspfilen der Mikra mit 
destilliertem Wasser insofern eine besondere Aufmerksamkeit, 
dafi man beim Eintauchen in das Wasser sofort ansauge, 
ferner, dafi man nur bis ungef&hr 7 /s des Mefirfihrchens die 
Lauge bzw. die Sfiure ausspfile, da man sonst Gefahr lfiuft, 
von der Spfilflfissigkeit etwas fiberlaufen zu lassen. Urn alle 
diese Dinge braucht man sich hier nicht zu kfimmern, da bei 
Anwendung des Apparates von diesen Fehlerquellen keine 
Rede sein kann. — Die Manipulationen mit dem Doppelhahn 
dttrften auch den in chemischer Hinsicht weniger Gefibten 
keine ernsten Schwierigkeiten bereiten, und wenn ich noch 
erw&hne, dafi man mit einiger Uebung eine vollst&ndige Be- 

1) Es ist zweckmiiBig, an den Schwefelsiiure- und Barytbiiretten jeden 
15. und an der Wasserbiirette jeden 4. und 10. ccm mit einem Dermo- 
graphenstrich auffallend zu machen. 
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stimmung mit 3 Werten in ungef&hr 50 Minuten fertig hat 
— gegenfiber den l s / 4 Stnnden der Originalmetbode — so 
kann man fiber die ganz besonderen Vorteile, welche die 
Spiralpipette bietet, keine Zweifel haben. 

Im fibrigen ist die Reaktion wie gewOhnlich ansznffihren. 

Ueber die Zusammenstellung und Ffillung des Apparates 
mfichte icb noch einiges bemerken. 

Zur Zusammenstellung braucht man 4 automatisch von 
unten nachffillbare Bttretten und 4 Devillesche Flaschen, 
wenn man den Apparat in der Weise zusammenstellt, wie 
in Figur 1 angegeben. Von den Bfiretten werden je 2 
ffir den Laugenapparat bzw. ffir den S&ureapparat verwendet. 
Jede Bfirette wird einmal mit einem Zuflufirohr einer 
Spiralpipette und dann mit der betreffenden Devilleflasche 
mittels Gummirfihren verbunden. Letztere sind durcb Quetsch- 
hahne verschlieBbar. Die Devilleflasche, welche ffir die Lauge 
bestimmt ist, wird mit destilliertem Wasser geffillt; dann 
wird ihre obere Oeifnung in der Weise verschlossen, daft die 
Luft in die Flasche nur durch KOH oder KOH und Chlor- 
calcium in dieselbe gelangen kann: kurz, der Inhalt der 
Flasche muB vor Kohlensfiure geschfitzt sein. Nun l&fit man 
das vorhin in die Flasche geffillte destillierte Wasser an der 
unteren Oeffnung der Flasche durch ein Gummirohr ausflieBen, 
wodurch dieselbe mit kohlensfiurefreier Luft geffillt wird. Den 
Eintritt der Luft von unten verhindert inzwischen der am 
Gummirohr angebrachte Quetschhahn. Dieses Gummirohr 
wird nun mit der bereits filtrierten Barytlosung mit Hilfe 
eines geeigneten Glasrohres in Verbindung gebracht, wodurch 
dann die Barytlauge ganz kohlens&urefrei in die betreffende 
Flasche fibergeleitet werden kann. Die Barytbfirette wird 
in ganz analoger Weise geffillt; die beim Herablassen der 
Flflssigkeit in die Bfirette eintretende Luft muB ein mit Kali- 
lauge geftilltes Sicherheitsventil passieren, wodurch die Bildung 
von Barytkarbonat innerhalb der Bfirette ausgeschlossen ist. 

Bei der Zusammenstellung des Apparates ist der Ffillung 
der Spiralpipette eine besondere Sorgfalt zuzuwenden, denn 
diese darf nattirlich absolut keine Luftblasen enthalten. Dies 
ware ein ebenso groBer Fehler, als mfichte man eine Luftblase 
bei der Verwendung der Mikrapipette fibersehen. Eine ge- 
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naue FQllung der Pipette unter vollkommener Vermeidung 
von Luftblasen kann in folgender Weise leicht ausgeffihrt 
werden: die untere Spitze der Spiralpipette wird etwa 2 cm 
tief in destilliertes Wasser getaucht, wfihrenddem man bei 
entsprechender Einstellung des Glashahnes zuerst an einem, 
dann am andern Zuflufirohr ansangt und das Wasser wieder 
anslanfen lfifit; dies wird einige Mai wiederholt — um auch 
die kleinsten Luftblasen von der Wand der Pipette wegzu- 
bringen — und nun wird die Spirale, von einem Zuflufirohr 
angezogen, wieder gefflllt, aber in der Weise, dafi auch das 
Zuflufirohr fiber die Hfilfte derselben Wasser enthalte und 
ebenso saugt man bei der betreffenden Hahnstellung auch in 
das andere Zuflufirohr Wasser. Somit ist die Spirale voll- 
stfindig mit Wasser gefflllt und der noch mit Luft geffillte 
Teil der Zuflufirdhren kann schliefilich von oben ergflnzt 
werden. Die verbindenden Gummischlfiuche mfissen dann 
natfirlich unter vollstfindigem Ausschlufi von Luft angebracht 
werden. Dies dflrfte ganz leicht gelingen, wenn aber doch 
eine Luftblase in die Spirale gelangt, so kann diese durch 
einen raschen Abflufi von destilliertem Wasser (wenn nfltig 
auch fiber 50 ccm) leicht weggebracht werden, besonders wenn 
man die Spirale leicht beklopft und dabei ihre Spitze etwas 
nach oben und stets derart halt, dafi die Luftblase in die 
Spiralwindungen der Spitze zu aufsteige, um daselbst schliefi¬ 
lich auszutreten. 

Ich mochte indessen bemerken, dafi dies gewQhnlich nicht 
notig sein dflrfte, da, wenn man die Ffillung in der oben an- 
gegebenen Weise nur mit einiger Sorgfalt ausfflhrt, Luftblasen 
in der Pipette nie vorhanden sein werden. Ist dann die Spiral¬ 
pipette einmal mit Flfissigkeit gefflllt, dann kfinnen bei einem 
richtigen Gebrauch des Apparates Luftblasen flberhaupt nicht 
mehr in die Spirale gelangen: die Bfiretten dflrften also nie 
unter dem Niveau des Nachfflllansatzes abgelassen werden. 

Bei der Herstellung und Einstellung der Barytlauge 
empfiehlt es sich folgendermafien vorzugehen: man nehme 
z. B. 400 g reinstes Baryumhydroxyd fflr 5000 ccm destilliertes 
Wasser; unter mehrmaligem Umschtitteln lafit man die Losung 
3 Tage lang stehen und filtriert dann durch Faltenfilter. Die 
BarytlOsung wird in der bereits beschriebenen Weise in die 
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Devillesche Flasche mater KohlensflureabschluB abgefflllt 1 ). 
— Die Einstellung mit der SchwefelsfiurebQrette nehme 
man zuerst mit einer anderen Schwefelsaurebflrette vor nod 
stelle die Satire auf die Lauge nngefahr ein. Bei verschlosse- 
nem Nachfiillrohr der Saurepipette — welche flbrigens mit der 
Devilleschen Saureflasche jetzt noch nicht verbunden ist — 
wird diese von oben mit der nngefahr einngestellten 
Sflurelflsung gefflllt. Die genaue Einstellung speziell anf 
die beiden verwendeten Spiralpipetten erfolgt nun in der 
Weise, daB man zuerst mit 15 ccm Barytldsung vorspfllt, 
dann diese bestimmte Menge von Lauge in der oben be- 
schriebenen Weise mit 4 + 10 ccm destilliertem Wasser in 
ein Becherglas abspfllt und nun in dasselbe GefBB in ana- 
loger Weise den Inhalt der mit der zu prflfenden Schwefel- 
saure entsprechend vorgespfllten Spiralpipette, mit 4 + 10 
ccm destilliertem Wasser des anderen Apparates abfflllt 
Stimmen die LQsungen gut flberein, so tritt nach Phenol- 
phtaleinzusatz der Uebergangston auf, ist dies indessen nicht 
der Fall, so hat man der Schwefelsaureldsung so lange destil- 
liertes Wasser bzw. stfirkere Schwefelsaure zuzufflgen, bis 
nach Zufflgen der bestimmten Menge Saure in der mit Phenol- 
phtalein versetzten Barytlosung die Uebergangsfarbe eintritt 
oder dieselbe durch Zusatz von ca. 2 ccm n/ 10 «NaOH zu er- 
reichen ist. — Wenn man soweit ist, so kann schliefilich der 
Nachfflllschlauch mit der Schwefelsflureflasche verbunden 
werden und es kann nun auch die Saurebtlrette von unten 
automatisch gefflllt werden. Zu beachten ist, daB bei langerem 
Stehen die Sphwefelsflurelflsung im unteren Teil der Flasche 
konzentrierter als im oberen Teil sein wird: deshalb soli die 
Schwefelsflureflasche jeden Tag vor Gebrauchum- 
geschflttelt werden. Ebenso empfiehlt es sich, die Saure- 
und Barytlosungen, welche flber Nacht oder langere Zeit hin- 
durch in den verbindenden Gummirflhren gestanden haben, vor 
dem Verbrauch abflieBen zu lassen. — Es hat sich bewahrt, beide 
Apparate neben einen Hasten zu montieren: auf den Hasten 
kommen 3 Devilleflaschen, eine fflr Baryt, eine fflr Schwefel¬ 
saure und eine fflr destilliertes Wasser. Das AusfluBrohr 

1) Es empfiehlt sich, aiis beiden Lfisungen stets grfifiere Mengen, 
ca. 5 Liter, zu bereiten, um sich ein hiiufiges Filtrieren zu ereparen. 
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dieser Flasche ist mit einer Y-artigen Teilung aus Glas ver- 
sehen, so dafi aus derselben das Wasser in zwei BQretten 
(Wasserbflretten des SSure- und Barytapparates) geleitet wird. 


Bei der Beschreibung der Methodik trachtete ich alle 
Details zu berttcksichtigen und wenn man diese Arbeiten mit 
dem Spiralapparat beachtet, da kommt man zu einer Methodik, 
welche aus den oben angefflhrten Grtinden ein unvergleichlich 
einfacheres und rascheres Arbeiten gestattet, welche indessen 
die Genauigkeit betreffend der Ausfdhrungsweise mit der 
Mikrapipette gegentiber nichts zu wfinschen tibrig l&JSt. Dies 
illustrieren die in Figg. 3 und 4 gezeichneten Diphtheric* 

Fig. 3. Fig. 4. 




Fig. 3 and 4. Beide mit demselben Diphtherietoxin und Antiserum 
ausgefiinrt Fig. 3 wurde mit der Spiralpipette, Fig. 4 mit der Mikra¬ 
pipette auagefiihrt. 

kurven. Dieselben wurden mit einem Diphtherietoxin, welches 
ich dem Entgegenkommen des Herrn Prof. v. Fenyvessy 
verdanke, und mit einem ungarischen Diphtherieheilserum 
angestellt: die Unterschiede, welche beide Kurven aufweisen, 
sind nicht grdfier als die Fehlergrenze der Reaktion und sind 
ungefahr den Differenzen gleich, welche man bei Parallel- 
bestimmungen mit der gleichen Methodik erh&lt. 


Somit glaube ich alles, was zum VerstUndnis und zur 
AusfQhrung der Epiphaninreaktion notig ist, kurz angefflhrt 
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zu haben, und in den n&chsten Mitteilungen wollen wir auf 
die Resultate eingehen, welche wir mit ihr unter den ver- 
schiedenen Versucbsbedingungen erhalten haben. 

Zusammenfassung. 

Im vorliegenden Aufsatz werden alle technischen Details 
besprochen, deren Einhaltung beim Arbeiten mit der Epiphanin- 
reaktion ndtig ist. 

Durch die angegebene Spiralpipette ist es mSglich, zahl- 
reiche Fehlerquellen auszuscbalten und dieselbe gestattet ein 
viel rascheres und bequemeres Arbeiten, insbesondere ist hier- 
durch das sonst mflhsame und peinlich genaue Abmessen der 
S&ure und der BarytlOsung bedeutend erleicbtert. 

Da hierdurch die Methodik eine wesentliche Vereinfachung 
erfubr, ist die Reaktion geeignet, in weitere Ereise ein- 
zudringen. 
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Nachdruck verboten. 

[Aus der Prosektur des k. k. Wilhelminenspitales in Wien.] 

Ueber die blndenden and Immanisierenden Substanzen 

der Blntkffrperchen. 

Von Dr. Earl Landsteiner und Dr. ifanfl PraSek. 

(Eingegangen bei der Bedaktion am 15. Marz 1912.) 

Trotzdem eine Anzahl von Arbeiten fiber die fixierenden 
nnd immnnisierenden Bestandteile der Blutkdrperchen vorliegt, 
sind doch manche Fragen, die hier in Betracht kommen, nicht 
oder widersprechend beantwortet worden. So besteht noch 
keine voile Klarheit fiber die chemische Beschaffenheit der 
Antigene, die Bedeutung der Lipoide ffir die Antigeneigen- 
schaft, die Identitfit oder Verschiedenheit der fixierenden Stoffe 
ffir verschiedene Blutgifte, das Verhfiltnis der bindenden zu der 
immanisierenden Substanz, die Mdglichkeit einer Modifikation 
der Antigeneigenschaften und die Bedingnngen ihrer Zerstorung. 

Demnach haben wir es ffir wfinschenswert gehalten, den 
Gegenstand nochmals zn bearbeiten, um vielleicht einzelne 
dieser Punkte weiter aufzuklfiren, nnd wir teilen hier die ersten 
Resultate nnserer Untersuchung mit. 

Die Versuche warden, soweit dariiber nichts Besonderes erwahnt wird, 
mit Blutkbrperchenstromata ausgefiihrt, die nach der Methode von Sachs 1 ) 
hergestellt waren. Das gewaschene Kaninchenblut wurde bei 56°, ge- 
waschenes Pferde- and Schweineblat bei 60° aufgeldst. 

L Erhitste Stromata. 

Angaben fiber das Verhalten des Blutantigens bei Er- 
hitznng machten Bang und Forssman 2 ). Sie fanden, daB 
in KochsalzlOsnng aufgeschwemmte Blutkdrperchen oder Stro¬ 
mata nach 2 Minuten langem Kochen ihr Bindungsvermdgen 
verloren hatten, w&hrend die immnnisierende Wirkung der 
Stromata oder ans ihnen durch fettldsende FlQssigkeiten ge- 

1) Hofm. Beitrage, Bd. 2, 1902, p. 125. 

2) Hofm. Beitr., Bd. 8,1906, p.238; Biochem. Zeitschr., Bd. 15, 1908, 
p. 19; vgl. Forssman, Biochem. Zeitschr., Bd. 9, 1908, p. 330, und die 
Einwande von Liebermann, Biochem. Zeitschr., Bd. 11, 1908, p. 405. 
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wonnener Extrakte bei der gleichen Behandlungsweise minde- 
stens zum grOBten Teile erhalten blieb. 

Bang und Forssman ziehen aus diesem Verhalten 
den SchluB einer Verscbiedenheit der immunisierenden und 
fixierenden Substanzen [vgl. die von Sachs 1 ) gegen diese 
Deduktion gemachten EinwSnde]. 

Im Gegensatz zu Bang und Forssman finden hin- 
gegen Muir und Ferguson 2 ), daB ein kleiner Toil des 
Bindungsvermogens schon bei mSBiger Erhitzung zerstdrt 
wird, ein betrUchtlicher Teil aber selbst bei 1-stQndigem Er- 
hitzen noch erhalten bleibt. Allerdings sind diese Resultate 
mit einer anderen Methode erhalten als in der frtther zitierten 
Arbeit. Wahrend nkmlich Bang und Forssman die Bin- 
dungsfahigkeit der hamolytischen Immunstoffe direkt unter* 
suchten, machten Muir und Ferguson die Bestimmung 
durch Auswertung des Komplementverlustes, der nach der 
Mischung von Stromata, h&molytischem Immunkorper und 
Komplement eintritt. Die Resultate der beiden Arbeiten sind 
daher nicht unmittelbar vergleichbar, auch wenn der von 
Sachs berfthrte Ein wand, daB erhitzte Stromata ohne Mit- 
wirkung von h&molytischem Immunkorper Komplement fixieren 
konnten, fflr die referierten Versuche nicht sehr in Betracht 
kommen sollte [vgl. Forssman 3 4 )]. So wire es mOglich, 
daB die beobachtete Komplementbindung durch andersartige 
als h&molytische Immunkorper, etwa durch PrBzipitine oder 
verwandte Stoffe bzw. Bordet-Gengousche AntikOrper, 
zustande kame. In einer neuen Arbeit findet aber Muir 1 ) 
auch bei direkter Bestimmung, dafi gekochte BlutkSrperchen 
hamolytische Immunkorper noch spezifisch absorbieren kOnnen. 

Wir selbst haben in frBheren Versuchen eine betrfichtliche 
Hitzebestandigkeit der agglutininbindenden Substanzen des 
Blutes bei selbst mehrstttndigem Kochen festgestellt 5 ), als wir 
die Absorption von Agglutininen des normalen Hflhner- 
serums durch Schweinestromata untersuchten. 


1) Lubarsch-09tertag, Ergebnisse. Bd. 11, 1907, p. 550. 

2) Journ. Bact. and Path., VoL 11, 1906, p. 84. 

3) Biochem. Zeitechr., Bd. 15, 1908, p. 19; Bd. 23, 1909, p. 146. 

4) Biochem. Zeitschr., Bd. 21, 1909, p. 510. 

5) Oppenheimere Handb. d. Biochem., Bd. 2, 1909, p. 427. 
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Der Widerspruch zwischen den angeftihrten Resultaten 
erklart sich, wie die folgenden Versuche erkennen lassen, toils 
daraus, dafi die fixierenden Substanzen sich verschiedenen, 
darauf einwirkenden Stoffen gegenflber ungleich verhalten, toils 
aus Verhaitnissen quantitativer Natur. 

Unsere Untersuchung erstreckte sich auf die Absorption von Pflanzen- 
agglutininen, normalen und spezifischen Serumagglutininen und Lysinen, 
sowie des Arachnolysins. 

Bei den Absorptionsvereuchen wurden native Stromata, und durch 
1 Stunde im Dampftopf auf 100° erhitzte, mit den zu untersuchenden 
Losungen zusammengebracht, unter mehrmaligem Umschiitteln 1 Stunde 
bei Zimmertemperatur (bei Arachnolysin 2 Stunden bei 37°) und nachher 
etwa 20 Stunden im Eiskasten stehen gelassen. Hierauf wurde scharf 
zentrifugiert, und der in den Tabellen angegebene Agglutininwert oder 
Lysinwert der Losung durch Feststellung des Grenztiters mit gewaschenem 
Blut erraittelt. (Reihen mit um die Halfte fallender Konzentration der 
aufeinanderfolgeuden Pro ben; Volumen der einzelnen Probe 0,5 ccm.) Zum 
Vergleich diente eine mit entsprechendem Volumen Kochsalzldsung versetzte 
Kontrollprobe. 

Pflanzenagglutinine. 

Als agglutinierende Losungen wurden stark wirkende 10—20-proz. 
(zum Teil gereinigte) Extrakte von Jequiritysamen, Bohnen, Linsen 
und Crotonsamen in folgenden Verdiinnungen verwendet: */iooo Abrin, 
*/ 4 oo« Bohnen, »/ 900 Linsen, ‘/ 50 Crotin. 

Zur Absorption von Abrin, Bohnen- und Linsenextrakt wurden Pferde- 
stromata verwendet, bei Crotin a Schweinestromata, bei Crotin b Kan in- 
chenstromata, und zwar 0,4 ccm Stromata + 2 ccm der Agglutininlosungen. 
Titrierung mit 2 Tropfen 5-proz. Pferdeblut bzw. Schweineblut. 



Abrin 

Bohnen 

Linsen 

Crotin a 

Crotin b 

Kontrolle 

64 

128 

16 

16 

16 

Stromata 

2 

8 

2 

4 

3 

gekochte Stromata 

3 

8 

2 

4 

3 


Pferdeblut 

Schweineblut 


Serumagglutinine. 

0,4 ccm Stromata + 4 ccm 10-fach verdunntes inaktives ('/, Stunde 
bei 56°) normales Hiihnerserum. Titriert mit 2 Tropfen 2-proz. Blut. 


Aus 

Kanin- i 
chenblut 


Kontrolle 
Stromata I 
gekochte Stromata I 
Stromata II 
gekochte Stromata II 


64 

8 

8 

8 

16 

Kaninchenblut 
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Aiis 

Pferdeblut 

Aus Ka- 
ninchenblut 


Kontrolle 

32 

64 

Stromata 

2 

64 

gekochte Stromata 

2 

64 

Stromata 

16 

2 

gekochte Stromata 

16 

4 


Pferdeblut 

K&ninchenblut 


0,3 com Taubenstromata +1,5 ccm der Serumverdunnungen. 

KN8 = inaktivierte normale Kaninchensera (No. 235, 295) 5-fach 
verdiinnt. 

18 = Immuneera No. 212 100-fach verdiinnt. 

No. 254 1000-fach verdiinnt. 

Titriert mit 2 Tropfen 2-proz. Taubenblut. 


KNS | 
No. 235 j 

KNS \ 
No. 195 [ 


Kontrolle 

16 f 

| Kontrolle 

Stromata 

1 IS No. 212 

; Stromata 

gekochte Stromata 

2 ( 

gekochte Stromata 

Kontrolle 

16 i 

Kontrolle 

Strometa 

2 IS No. 254< 

Stromata 

gekochte Stromata 

4 l 

gekochte Stromata 


16 

© 

16 

4 

6 

2 


0,4 ccm Stromata aus Meerachweinohenblut + 1,5 der Serumver¬ 
dunnungen. KNS No. 295 5-fach verdiinnt; IS Na 209 50-fach verdiinnt 
dnich Zusatz von nicht agglutinierendem 5-fach verdiinntem normalem 
Kaninchenserum, am die Differenz in der Eiweifl konzeotration bei normalem 
und Immuhserum auszuschalten. 

Titriert mit 2 Tropfen 2-proz. Meerachweinohenblut 


KNS No. 295 


I 

I 


Kontrolle 

Stromata 

gekochte Stromata 


4 

© 

© 


IS No. 209 


{ Kontrolle 
Stromata 

gekochte Stromata 


16 

1 

8 


0,4 ccm Stromata aus Pferdeblut + 1,5 ccm der Serumverdunnungen. 
KNS No. 237 5-fach verdiinnt, IS Na 268 500-fach verdiinnt mit nicht 
agglutinierendem normalen Kaninchenserum (wie oben). 

Titriert mit 2 Tropfen 2-proz. Pferdeblut. 


KNS No. 295 

IS No. 268 


[Kontrolle 
; Stromata 
(gekochte Stromata 

[Kontrolle 
' Stromata 
(gekochte Stromata 


8 

1 

© 

12 

2 

8 


ft 


Go^ 'gle 
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0,5 ccm Stromata aus Pferdeblut + 1,5 ccm der 5-fach verdiinnten 
normalen Kaninchensera. 

Titriert mit 2 Tropfen 2-proz. Pferdeblut 


NKS 

n 



No. 155 


Kontrolle 

8 

4 

16 

8 

4 

Stromata 

1 

e 

2 

0 

1 

1* gekochte Stromata 

2 

i 

4 

e 

e 

5 h •• 

— 

i 

— 

— 

— 


0,5 ccm Stromata aus Pferdeblut +1,5 ccm der verdiinnten Immun- 
sera. IS No. 243 1000-fach, No. 268 und 260 400-fach, No. 203 lOOfach, 
No. 261 und 244 50-fach verdiinnt 

Titriert mit 2 Tropfen 5-proz. Pferdeblut 


IS 

No. 243 

No. 268 

No. 260 

No. 203 

No. 261 

No. 244 

Kontrolle 

16 

16 

32 

32 

64 

8 

Stromata 

2 

1 

8 

8 

2 

1 

l k gekochte Stromata 

8 

8 

32 

32 

32 

4 

° n 

— 

8 

— 

! — 

32 

— 


Serumlysine. 

0,5 ccm Stromata aus Pferdeblut + 1,5 ccm der verdiinnten Immun- 
sera. IS No. 261 100-fach, No. 260 und No. 243 200-fach verdunnt. 

Titriert mit 2 Tropfen 5-proz. Pferdeblut, vorheriger Zusatz von 
1 Tropfen Meerechweinchenserum. 

Ablesung nach 20 Minuten bei 37°. 


IS 

No. 261 

No. 260 

No. 243 

Kontrolle 

4 

8 

16 

Stromata 

e 

e 

2 

l b gekochte Stromata 

2 

4 

16 


Arachnolysin und Lysin der Crotonsamen. 

2 ccm Arachnolyain 400-fach verdunnt + 0,2 reap. 0,05 ccm Stromata 
aus Kaninchenblut 

Titriert mit 4 Tropfen 5-proz. Kaninchenblut. 

Ablesung n«u»h 2 Stunden Thermostat 37°, Naeht Eiskaaten. 


I 

II 

Ill 

IV 

V 

Kontrolle 

16 

16 

16 

8 

16 

Stromata 0,2 ccm 

2 

2 

1 

1 

1 

Stromata 0,05 ccm 

8 

m 

a 

. 

. 

7‘ gekochte Stromata0.2ccm 

. 

16 

16 

. 

• 

l h „ „ 0,2 „ 

16 

« 

. 

8 

• 

2‘ „ „ 0^ „ 

. 

. 

• 

. 

16 
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2 ccm Crotin 50-fach verdiinnt + 0,5 ccm Stromata. 
Titriert mit 2 Tropfen 5-proz. Kaninchenblut. 
Ablesung nach 1 Stunde Thermostat 37°. 


Kontrolle 
Aus f Stromata 
Schweineblut rl h gekochte Stromata 


Aus Ka- f Stromata 
ninchenblut \jl k gekochte Stromata 


8 

2 

2 

1 

1 


Staphylolysin. 

2 ccm Staphylolysin 100-fach verdiinnt + 0,4 ccm Kaninchenstromata. 
Titriert mit 4 Tropfen 5-proz. Kaninchenblut. 

Ablesung nach 2 Stunden Brutofen. 

Kontrolle I 16 

Stromata 16 


Die Versuche zeigen als bemerkenswertestes Resultat, 
daB das Bindungsvermogen der Stromata sich bei gleichen 
Eingriffen ganz verschieden verh&lt, je nachdem man die 
Bindung einer Oder der anderen auf Blut wirkenden Sub- 
stanz prflft. Sehr auffallend ist dieses Verh&ltnis bei der 
Betrachtnng der Absorption von Arachnolysin einerseits und 
Pflanzenagglutininen andererseits. Wahrend die Bindung dieser 
Stoffe, wie auch des Lysins der Crotonsamen durch einstflndiges 
Erhitzen der Stromata auf 100° nicht geandert wird, ist das 
Bindungsvermftgen ftlr Arachnolysin vollst&ndig verloren ge- 
gangen. (Bei Staphylolysin haben wir in zwei Versuchen mit 
den von uns hergestellten Stromata eine Bindung flberhaupt 
nicht nachweisen kQnnen.) Man mull also wohl den Schlull 
ziehen, daB die einzelnen Gruppen von Blutgiften durch ver- 
schiedenartige chemische Angriffspunkte charakterisiert sind, 
eine Folgerung, die auch durch die in den folgenden Ab- 
schnitten wiedergegebenen Beobachtungen best&tigt wird. 

Auch bei den Serumagglutininen sind die Verh&ltnisse 
etwas komplizierter, als man zunSchst denken kdnnte. Wir 
fanden, daB das BindungsvermOgen der Stromata ftlr Agglu- 
tinine und Lysine von Immunseren durch Erhitzen wesentlich 
beeintrachtigt wird. Die GrOBe des Verlustes war in den 
einzelnen Versuchen nicht gleich. Einige Male war unter den 
gewahlten Bedingungen keine Absorption zn bemerken, so 
wie es den Angaben von Bang und Forssman entspricht, 
in anderen Versuchen blieb ein Teil des Bindungsvermdgens 
erhalten, wie bei Muir und Fergusson, der Verlust war 
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aber immer ein betrfichtlicher. Die Absorption von Immun- 
lysinen verhielt sich ganz fihnlich wie die der Agglutinine. 
Die normalen Sera verhalten sich etwas anders. Das Bindungs- 
vermfigen der Stromata fflr normale Agglutinine wurde in 
unseren Versuchen durch Erhitzen der Stromata immer ver- 
Mltnism&Big weniger herabgesetzt als bei Immunseren, ja 
manchmal war eine Verminderung fiberhaupt nicht zu be- 
merken. Dieses Verhalten lfiBt in Uebereinstimmnng mit den 
frtlher von uns ge&uBerten Ansichten fiber Verschiedenheiten 
der normalen und ImmunantikOrper in bezug auf die Spezi- 
fizitfit auch eine gewisse Verschiedenheit des Bindungsvorganges 
im allgemeinen annehmen. 

Der Umstand, daB erhitzte Stromata immerhin noch 
Immunagglutinine binden, muB davon abhalten, der Folgerung 
von Bang und Forssman zuzustimmen, daB hier ein Fall 
vorliegt, in dem die fixierenden und immunisierenden Sub- 
stanzen verschieden sind. Bei der Beurteilung dieser Ansicht 
kommt aber noch in Betracht, daB es doch nfitig ist, das 
FixierungsvermOgen verftnderter Stromata mit einem solchen 
Immun8erum zu prfifen, das durch Injektion eben der ver- 
finderten Stromata hergestellt wurde, da man nicht ausschlieBen 
kann, daB ein solches Serum sich anders verhielte als ein ge- 
wShnliches Blut-Immunserum. Urn diesen Punkt zu unter- 
suchen, haben wir Kaninchen mit nach Sachs hergestellten 
Pferdestromata und parallel dazu andere Tiere mit denselben, 
aber vorher erhitzten Stromata behandelt (s. unten). Mit den 
zwei Arten von Immunsera, die, abgesehen von der Ver¬ 
schiedenheit des Antigens, ganz gleich hergestellt und gleich 
alt waren, wurden Absorptionsversuche ausgeffihrt. 


0,5 ccm Stromata aus Pferdeblut + 1,5 ccm der Serumyerdiinnungen. 
IS No. 299, 276, 283 und 148 100-fach verdiinnt; IS No. 228, 164 und 300 
25-fach verdiinnt. Titriert mit 2 Tropfen 5-proz. Pferdeblut. 


Immunsera, hergestellt durch 
Injektionen von unveranderten 
Pferdeblut8tromata 


Immunsera, hergestellt durch 
Injektionen von l h gekochten 
Pferdeblutstromata 


IS: 

No.299|No.276 

No.276|No.283 

00 

S3 

6 

£ 

No. 164 

No. 148 
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Lysis. 

0,5 ccm Stromata aus Pferdeblut + 1,5 ccm der Serumrerdiinnungen. 
IS No. 276, 283, 148 100-fach, No. 164 50-fach verdimnt. Titriert mit 
2 Tropfen 5-proz. Pferdeblut nach Zusatz von 1 Tropfen Meerschweinchen- 
serum. Abies ung nach 1 Stunde Brutofen. 



Immunsera, hergestellt 
durch Injektion von unver- 
anderten Pferdeblut- 
stromata 

Immunsera, hergestellt 
durch Injektionen von l b 
gekochten Pferdeblut- 
stromata 

IS: 

No. 276 

No. 283 

No. 148 

No. 164 

Kontrolle 

16 

16 

8 

16 

Stromata 

0 



1 

l h gekochte Stromata 

16 

4 

e 

1 


Die Immunsera, die nach Injektion von Stromata ent- 
stehen, verhalten sich, wie aus den Versuchen zu entnehmen 
ist, in bezng anf die Absorption ebenso, wie die vorher unter- 
suchten Sera mit intakten BlutkOrperchen injizierter Ka- 
nincben. Anch hier haben gekochte Stromata ein geringeres 
Bindungsvermdgen als native. Die Differenzen sind in den 
einzelnen Versuchen nicht immer gleich, und selbst bei einem 
und demselben Serum hatten wir einige Male wechselnde 
Resultate 1 ), wovon auch die Tabelle ein Beispiel gibt; immer 
aber ist, wie gesagt, die Herabminderung des Bindungs- 
vermdgens sehr betrSchtlich. Merklich verschieden sind 
unsere Resultate bei der Immunisierung mit erhitzten Stromata. 
Die Immunstoffe, die bei dieser Art der Vorbehandlung ent- 
standen, wurden von erhitzten Stromata ebenso Oder nicht 
viel schlechter als von nativen Stromata gebunden. Demnach 
liegt hier vielleicht eine verwandte Erscheinung vor, wie bei 
den von Obermayer und Pick hergestellten Pr&zipitinen 
gegen erhitztes Eiweifi, wenn auch in unserem Falle die 
spezifische Einstellung nicht so weit geht, daB die Reaktion 
der „Coctosera“ mit dem erhitzten Antigen ausgepr&gter wire 
als mit dem unverfinderten. Aehnliche Beobachtungen machten 
flbrigens auch Obermayer und Pick. Sollten weitere Unter- 
suchungen ergeben, daB die Erscheinung auch hier, wie es 
Obermayer und Pick annehmen, anf einer physikalischen 
Zustandsfinderung des Antigens, die als Koagulation von 

1) Die Ursache dieses Verhaltens konnen wir nicht angeben (Ver- 
schiedenheit der Stromata? Alter des Serums?). 
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EiweiBktirpern anzusehen ware, beruht, so wfire das be- 
schriebene Verhalten fflr die Aufkl&rung der chemischen Natur 
des Lysinogens nnd Agglutinogens von Wert. 

Was die von Bang und Forssman aufgeworfene Frage 
betrifft, so zeigt sich, wenn man zn dem Antigen homo log e 
Immnnstoffe benfltzt, in sehr klarer Weise, dafi erhitzte Blot- 
stromata nicht nnr immunisieren, sondern anch Lysin 
und Agglutinin fixieren. 

Nebenbei ist zu bemerken, dafi in bezug auf die Absorbier- 
barkeit gefinderte Immnnsera auch dann entstehen kOnnen, 
wenn man die zur Immunisierung verwendeten Stromata nicht 
erhitzt, sondern in anderer Weise ver&ndert. Wir haben 
bisher solche Immnnsera hergestellt, indem wir Stromata 
injizierten, die mit Formaldehyd x ) behandelt waren. Auch 
diese Sera werden von Formaldehydstromata und ebenso von 
erhitzten Stromata besser gebunden als gewdhnliche Immun¬ 
sera. Eine Spezifizit&t in bezug auf die einzelnen Substanzen 
haben wir in unseren, bisher nicht zahlreichen Versuchen 
nicht sicher nachweisen kOnnen. 


0,5 ccm Stromata + 1,5 ccm der Serumverdiinnungen. Titriert mit 
2 Tropfen 5-proz. Pferdeblut. 



Immunsera, hergestellt 
durch Injektionen von l h 
gekochten Pferdeblut- 
stromata 

Immunsera, hergestellt 
durch Injektionen von 
Pferdeblutstromata, die 
mit Formaldehyd be¬ 
handelt waren 

IS: 

No. 164 

(7J 

No. 164 
( l /„) 

No. 148 
(V M ) 

No. 202 

(7io) 

No. 202 
Vln) 

No. 241 

(7«) 

Kontrolle 

4 

32 

32 

3 

16 

8 

Stromata 

0 

1 

1 

e 

1 

2 

l b gekochte Stromata 

e 

1 

1 

e 

1 

4 

Formaldehydstromata 

e 

6 

2 

e 

4 

4 


n. Mit Alkohol behandelte Stromata. 

Im AnschluB an die Ver&nderungen, die die Stromata 
beim Erhitzen erleiden, prflften wir den EinfluB eines Eiweifi- 
fillungsmittels, n&mlich des Alkohols. 

1) Die Stromata wurden mit dem gleichen Volum 40-proz. Form¬ 
aldehyd versetzt, 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann 
mehrmals mit Eochsalzlbsung gewaschen. 
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Digitized by 


Die dem Blutvolumen entsprechende Emulsion der Stromata wurde 
bei Zimmertemperatur mit dem 5-fachen Volumen 95-proz. Alkohol zu- 
sammengebracht, nach 24 Stunden abzentrifugiert and nochm&ls mit der- 
selben Alkoholmenge versetzt; nach 24 Stunden wieder abzentrifugiert, 
einmal mit Kochsalzlosung ausgewaschen und auf das UTBpriingliche 
Volumen gebracht 

Anordnung und quantitative Verhaltnisse der Versuche — wo nichts 
anderes erwahnt ist — entsprechend den analogen im I. Abschnitte. 


Abrin. 
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64 
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12 

4 
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24 
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Kaninchennormalserum No. 155, inaktiviert. Pferdeblutstromata. 


Agglutination. 
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Pferdeimmunserum Kan. No. 299. Pferdeblutstromata. 
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Arachnolysin. 

Kontrolle 

Stromata 

Alkoholstromata 


Kaninchenblutstromata. 

16 

2 

16 


Kaninchenblut 


Nach diesen Resultaten findet durch Alkohol eine Ver- 
finderung der Stromata statt, derart, daB ihre Aufnahme- 
ffihigkeit fflr die verschiedenen Stoffe, die wir geprflft haben, 
sich verringert Am ausgesprocheDsten war die Beeinflussung 
wieder in bezug aaf das Arachnolysin, da hier eine voll- 
stSndige Aufhebung des Bindungsvermdgens eintrat. Bei 
den verschiedenen Arten von Agglntininen haben wir bei 
den bisher angestellten Versuchen keine genfigend grofien 
Differenzen erhalten, um eine allgemeine Regel aufstellen zn 
kdnnen, wenn es anch nicht ausgeschlossen ist, daB eine 
genauere quantitative Untersuchung solche Differenzen auf- 
decken wfirde. Es mufi auch noch offen bleiben, inwieweit 
die Verminderung der Bindungskraft auf der groberen Ver- 
teilung der Stromata beruht, die sich nach der Alkohol- 
behandlung immer rascher absetzen als in ihrem ursprflng- 
lichen Znstand. Andererseits besteht aber anch die Mdglich- 
keit, daB sowohl diese physikalische Verfinderung als anch 
die Verminderung des Bindungsvermdgens Folgen einer durch 
den Alkohol bedingten chemischen Aenderung des EiweiBes 
sind. Jedenfalls bleibt auch nach Behandlung mit 95-proz. 
Alkohol bei Zimmertemperatnr noch ein betrfichtlicher Teil 
des Bindungsvermdgens erhalten, und zwar, wie der Versuch 
mit HGhnerserum zeigt, eines spezifischen Bindungsvermdgens. 
(Bei der Absorption von Immunserum wurde, ebenso wie in 
den Versuchen der Abschnitte I und III, eine Prfifung auf 
SpezifizitSt nicht gemacht.) Dies bestdtigen auch die im letzten 
Abschnitt zu erw&hnenden Immunisierungsversuche. 

Bei der Absorption des Arachnolysins haben wir uns in 
besonderen Versuchen fiber die Bedeutung der Lipoide ffir 
diesen Vorgang zu orientieren getrachtet. Es zeigte sich 
allerdings, daB durch Behandlung mit Fettldsungsmitteln das 
Bindungsvermdgen der Stromata herabgesetzt wird, doch war 
auch nach der Extraktion mit Aether die spezifische Ab- 
sorptionsffihigkeit noch zum Teil erhalten. Aus Blut extrahierte 
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Lipoide neutralisieren allerdings in nicht unbetrfichtlichem 
Grade das Arachnolysin; man erhfilt aber derartig wirkende 
Lipoide nicht nur ans Kaninchenblut, sondern auch aus solchen 
Blutarten, die ftlr Arachnolysin unempfindlich sind and es 
nicht merklich absorbieren. Eine spezifische Wirkung der 
lipoiden Extrakte war demnach nicht nachweisbar. 


HL Etnwirkxxng von Formaldehyd. 

Als weiteres Beispiel einer EiweiBveranderung nntersuchten 
wir die Einwirknng von Formaldehyd auf Stromata. 

Die dem Biutvolumen entsprechende Emulsion der Stromata wurde 
mit dem gleichen Volumen 40-proz. Formaldehyd versetzt, nach 24 Stunden 
(bei Zimmertemperatur) einige Male in Kochsalzldsung gewaschen and auf 
das ursprungliche Volumen gebracht. 


Abrin. 
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Kaninchen-Normalserum No. 155, inaktiviert. Pferdeblutstromata. 


Agglutination. 


Kontrolle 

Stromata 

Formaldehydstromata 


16 

2 


6 


Pferdebiut 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Bindende und immunisierende Substanzen der Blutkdrperchen. 415 


Pferdeimmunserum Kan. No. 299, 260. Pferdeblutstromata. 

Agglutination. 
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Auch die durch Formaldehyd ver&nderten Stromata zeigen 
wie Alkoholstromata ein vermindertes Bindungsvermogen; 
doch bleibt auch hier ein betrfichtlicher Teil derselBen und 
die Spezifitfit erhalten (siehe den Versuch mit Hflhnerserum). 
Unterschiede im Verhalten der einzelnen Iramunstoffe gegen- 
fiber Formaldehydstromata, so wie wir sie im Falle der er- 
hitzten Stromata feststellen konnten, mdgen vielleicht auch 
hier bestehen, doch reicht unser Versuchsmaterial nicht aus, 
um fiber diesen Punkt zu entscheiden. 

Die Formaldehydeinwirkung ist deshalb von Interesse, 
weil nach der gewdhnlichen Annahme durch Formaldehyd 
Amidogruppen des Eiweifies infolge des Eintrittes von Me- 
thylenresten ihrer Reaktionsffihigkeit beraubt werden 1 2 ) und 
die Proteine infolgedessen einen mehr saueren Charakter an- 
nehmen. Erst vor kurzem haben, fihnlich wie vorher Schiff, 
ObermayerundWilheim*), dieses V erhalten durch Formol- 
titration nach der Methode von Sdrensen nachweisen kdnnen. 

Man kOnnte aus dem Umstande, dafi nach der Formalin- 
einwirkung die spezifische Bindungsf&higkeit nicht verloren 
geht, trotzdem man eine Inaktivierung von Amidogruppen der 


1) VgL Cohnheim, Chemie der Eiweiflkdrper, 2. Aufl., p. 126. 

2) Biochem. Zeitechr., Bd. 88, 1912, p. 331. 
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eiweifiartigen Bestandteile der Stromata anzunehmen hat, einen 
Gegensatz zu unserer fitters ausgesprochenen Annahme finden, 
dafi die Immunverbindungen, fihnlich wie Farbstoffverbin- 
dungen, durch elektrochemische Neutralisation nach Art einer 
Salzbildung entsteheu. Um hiertlber Aufkl&rung zu er- 
halten, haben wir die Einwirkung von Farbstoffen (Safranin, 
Toluidinblau, Diaminreinblau, Methylorange, Eosin) auf Form- 
aldehydstromata geprflft 8 ). Hierbei zeigte sich tats&chlich 
eine stftrkere Fftrbbarkeit der Formaldehydstromata durch 
die basischen und eine geringere durch die sauren Farb- 
stoffe im Vergleich zu unverfinderten StromSta. Am deut- 
lichsten war der Unterschied bei Safranin, Toluidinblau und 
Diaminreinblau. Immerhin war aber die Differenz nicht 
grofi und die F&rbbarkeit durch sauere Farbstoffe nicht auf- 
gehoben; beim Eosin war die beobachtete Differenz recht 
gering. Demnach findet sowohl bei Farbstoffen als auch bei 
Agglutininen nach der Behandlung mit Formaldehyd nur eine 
unvollst&ndige Aenderung des Bindungsverradgens der Stro¬ 
mata statt, so dafi die Ergebnisse mit unserer Annahme nicht 
im Widerspruch stehen, ganz abgesehen davon, dafi es schwierig 
ist, fiber die Art des Einflusses bei der Bindung der ampho- 
teren Immunstoffe eine Voraussage zu machen. 

IV. Immunisierangsversuohe. 

Die folgenden Zahlen stellen die Ergebnisse von Immuni- 
sierungsversuchen dar, bei denen erwfirmte, durch Formaldehyd, 
Alkohol und Aether verfinderte Stromata, sowie Aetherextrakt 
aus Blutkorperchen verwendet wurde. 

Den ca. 2000 g schweren Kaninchen wurde eine Aufschwemmung der 
Antigene in 8-tagigen Intervallen intraperitoneal injiziert, und zwar Mengen, 
die jedesmal 10 ccm des urspriinglichen Pferdeblutes entsprachen. Vor 
der ersten Injektion wurden den Tieren einige ccm Serum entnommen 
und eingefroren aufbewahrt. Die Priifung der Sera nahmen wir 10 Tage 
nach der dritten Injektion vor. 

Gekochte Stromata: Die Herstellung ist im I. Abschnitt be- 
schrieben. 


3) Wir verwendeten hierzu wegen ihrer helleren Farbe nach der Me- 
thode von Dautwitz und Landsteiner (Hofm. Beitr., Bd. 9, 1907, 
p. 431) mit Hilfe von Toluol hergestellte Stromata. 
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Formaldehydstromata: Die Herstellung ist im III. Abschnitt 
beschrieben. 

Erhitzung im Autoklaven auf 115° durch % Stunde in einer 
dem Blutvolamen entsprechenden Menge 1-proz. NaCl-Losung. 

Aether-Alkoholstromata: Die dem Blutvolumen entsprechende 
Stromaemulsion wurde 5mal mit dem 5-fachen Volumen Aether durch je 
15 Minuten im Schiittelapparat geschuttelt; dann mit dem 5-fachen Volumen 
95-proz. Alkohol 2mal durch je 1 Stunde am Ruckflufikiihler extrahiert, 
abzentrifugiert, mit Kochsalzlosung gewaschen. 

Aetherextrakt: lOccm 3mal gewaschenes Pferdeblut 3mal mit je 
50 ccm Aether im Schiittelapparat geschiittelt, Aether durch Filtrierpapier 
No. 602 (Schleicher und Schull) filtriert, bis auf einen kleinen Rest ein- 
gedampft, in steriler Kochsalzlosung aufgenommen. 

Titration wie oben. Fiir Hamolyse Zusatz von t / 9 —1 Tropfen Meer- 
schweinchenserum und 2 Tropfen 5-proz. Pferdeblut. Ablesung nach 
l l 4 Stunde bei 37°. Bei den Agglutininproben Zusatz von 2 Tropfen 2-proz. 
Pferdeblut. Ablesung am nachsten Tag. (1 Stunde Zimmertemperatur, 
dann Eiskasten.) 


1 

No. 

1 

Immunisierung 

Vor der Immunisierung 

Nach der Immunisierung 

Agglutination 

Lysis 

Agglutination 

i Lysis 

283 

299 

J Pferdestromata 

5 

40 

3200 

1600 

3200 

1600 

113 

148 

164 

|l b gekochte Pferde- 
| stromata 

10 

5 

10 

80 

160 

80 

400 

800 

1200 

400 

3200 

1600 

72 

202 

241 

jFomaldehyd- 
i Pferdestromata 

10 

20 

20 

40 

40 

40 

800 

1000 

800 

800 

800 

1600 

331 

334 

336 

lauf 115° erhitzte 

1 Pferdestromata 

80 

40 

80 

80 

400 

400 

200 

640 

320 

640 

242 
145 1 
298 

1 durch Aether und 
>A lkohol eztrahierte 
J Pferdestromata 

< 5 

5 

5 

40 

40 

80 

300 

600 

300 

100 

80 

300 

181 

173 

271 

1 Aetherextrakt aus 
j Pferdeblut 

15 

5 

5 

128 

64 

16 

100 

40 

40 

200 

200 

200 


Die Stromata behalten also nach dem Kochen und nach 
der Behandlung mit Formaldehyd in betr&chtlichem Malle die 
F&higkeit der AntikOrperproduktion bei. DaB die immuni¬ 
sierende Wirksamkeit durch diese Eingriffe etwas abgeschwScht 
wurde, ist nach den von uns beobachteten Immunisierungs- 
werten wohl mOglich, doch sind die Versuche zu wenig zahl- 
reich, um ein bestimmtes Urteil abgeben zu kftnnen. Ein 
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Unterschied im Verhalten der Immunagglutinine und Immun- 
lysine liefi sich nicht feststellen, ebensowenig wie bei den im 
Vorhergehenden angefQhrten Absorptionsversuchen. 

Dieses Eesaltat scbien nns mit den Angaben von Du¬ 
bois 1 ) in Widerspruch zu stehen, denen zufolge nach In- 
jektionen von auf 115° im feuchten Zustande erhitzten Hflhner- 
blut nur Agglutinine, nicht wie nach Injektion unver&nderten 
Blutes Agglutinine und Lysine entstehen. Wir haben diese 
Versuche wiederholt und wie es scheint, trat bei den genau 
nach dem Verfahren von Dubois behandelten Tieren nicht 
nur Agglutinin-, sondern auch Lysinbildung ein. Die Versuche 
waren aber nicht vollst&ndig zufriedenstellend, da die Sera 
schon vor der Immunisierung, wenn auch schw&cher als nach- 
her, lflsten und da wir bei der Titration unter Zuhilfenahme 
von Meerschweinchenkomplement unregelm&Bige Reihen er- 
hielten. Wir haben deshalb, und um einen Vergleich mit 
unseren tibrigen Versuchen mbglich zu machen, auch Pferde- 
stromata nach dem Verfahren von Dubois behandelt und 
nur die Einwirkung durch l&ngere Dauer der Erhitzung inten- 
siver gestaltet. Wie die Tabelle zeigt, gab dieses Verfahren 
keinen Anhaltspunkt fQr ein verschiedenes Verhalten der 
agglutinogenen und lysinogenen Substanz. 

Etwas anders verhielten sich die mit Aether und Alkohol 
behandelten Stromata sowie der Aetherextrakt. Bei den mit 
Aether und Alkohol extrahierten Stromata ist die Agglutinin- 
bildung ziemlich kr&ftig, nicht viel schw&cher als z. B. bei 
mit Formaldehyd behandelten, hingegen ist die Steigerung der 
lytischen Wirkung eine recht geringe. Die mit Aetherextrakt 
immunisierten Tiere haben ziemlich kleine Serumwerte. Im 
Verh&ltnis zu den mit Aether-Alkoholstromata injizierten 
Tieren ist der Agglutinintiter im Vergleich zu dem des Lysins 
ein niedriger. Dieses Ergebnis ist das einzige in unseren 
Versuchsreihen, das einigermafien fQr ein differentes Verhalten 
der agglutinogenen und lysinogenen Substanz spricht, wenn auch 
der beobachtete Unterschied nur ein quantitativer und nicht 
wie in den von Frouin 2 ) mitgeteilten Versuchen ein absoluter 

1) Ann. Pasteur, Bd. 16, 1902, p. 690; siehe Sacha, Lubarech-Oater- 
tag, Ergebnisse, Bd. 11, p. 539. 

2) Soc. Biol., Bd. 62, 1907, p. 153. 
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ist. Allerdings enthfilt die Arbeit von Fronin keine Ang&ben 
fiber die Werte der Sera vor and nach der Immunisierang. 
Wir haben die Versache von Froain nachgemacht, aber kein 
vollstfindiges Resultat erhalten, da die mit Aceton injizierten 
Tiere vorzeitig zugrundd gingen. Die andere Hfilfte des Ver- 
suches, n&mlich die Immunisierang mit den dnrch Aceton 
extrahierten Stromata, stimmte mit den Resultaten von 
Froain nicht flberein, obwohl wir ans genan an seine An- 
gaben hielten. Die Sera von zwei derart behandelten Tieren 
zeigten nor eine recht mfifiige ErhOhnng der Agglutininwerte 
(am das 8-fache) und die Zanahme der Lysinwerte durch die 
Immunisierang war nicht wesentlich geringer. 

Unsere Resultate fiber Immunisierang durch Aether- 
extrakte entsprechen den frfiheren Angaben von Bang und 
Forssman 1 2 3 ) und Dautwitz und Landsteiner*) 8 ). 

Wir halten aber, wie wir schon frfiher erwfihnt haben, 
diese Resultate noch nicht ffir einen genflgenden Beweis der 
lipoiden Beschaffenheit des Lysinogens 4 * ). 

Eine kurze Versuchsreihe machten wir mit den ver- 
schiedenen von uns gewonnenen Pferdeimmunseren zu dem 
Zwecke, um nachzusehen, ob etwa in einem Falle ein Serum 
mit verringerter Spezifizitfit entstanden wfire. Wir untersuchten 
deshalb die inaktivierten Sera nach Zusatz von Meerschwein- 
chenkomplement auf H&molyse von Hammelblut, konnten 
uns aber davon nicht fiberzeugen, dafi bei einer der von uns 
verwendeten Antigenmodifikationen das Verhalten sich von 
dem der gewfihnlichen mit Blut hergestelltes Immunsera 
wesentlich unterschieden hatte. 

Zusammenfassung. 

1) Die Untersuchung verschiedener auf Blut wirkender 
Immunsubstanzen mit Hilfe der Absorption durch unver- 
Anderte und auf 100° erhitzte Blutstromata zeigt betrfichtliche 

1) CentralbL f. Bakt., Bd. 40, 1905, p. 151; Hofm. Beitr., Bd. 8. 
1906, p. 23a 

2) U 

3) VgL Bulloch, Transc. Path. Soc. London, Bd. 54, 1903, p. 258. 

4) Siehe Dautwitz und Landsteiner, 1. c.; Landsteiner, 

Jahresbericht L Immunitatsf., Bd. 6, 209. 
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Unterschiede in dem Verhalten der einzelnen Stoffe, die wahr- 
scheinlich fflr die Art ihrer Bindung charakteristisch sind. So 
wird das Bindungsvermdgen der Stromata durch Kochen fflr 
Arachnolysin vollst&ndig aufgehoben, fflr Pflanzenagglutinine 
kaum vermindert. Ein Unterschied* besteht auch zwischen 
normalen and Immunagglutininen insoferne, als das Bindungs- 
vermdgen fflr Immunagglutinine und Immunlysine st&rker be* 
einfluftt wurde als fflr Normalagglutinine. 

2) Das Bindungsvermflgen gekochter Stromata fflr Immun- 
lysine und -agglutinine ist nicht vollst&ndig aufgehoben, and 
schon aus diesem Grunde liegt hier nicht, wie angenommen 
wurde, ein Fall vor, in dem ein Antigen nach vfllligem Verlust 
seines Bindungsvermflgens die immunisierende Wirkung bei- 
behfllt. Ein Gegensatz besteht urn so weniger, als aus einem 
homologen, i. e. durch Injektionen von erhitzten Stromata 
hergestellten Immunserum die Lysine und Agglutinine durch 
erhitzte Stromata sehr gut gebunden werden, entsprechend der 
von Obermayer und Pick beschriebenenZustandsspezifizitat 
der Coctoprflzipitine. 

3) Nach Kochen der Stromata, Behandlung mit Aether 
und Alkohol, oder mit Formaldehyd blieb auOer einem Teile 
des Bindungsvermogens auch die Fflhigkeit erhalten, art* 
spezifische ImmunkSrper liervorzurufen. Immunsera, zu deren 
Herstellung mit Aether und Alkohol extrahierte Stromata 
verwendet wurden, hatten im Vergleich zu gewShnlichen 
Immunseren ziemlich geringe Lysinwirkung, durch Injektion 
von Aetherextrakten erzeugte Immunsera zeigten hingegen 
niedrige Agglutininwerte. 


Frommannsche BachdruckereJ (Uenxuum Pohle) in Joan. — 4002 
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[Aus dem Hygienischen Institute der Konigl. Tier&rztl. Hochschule 
zu Berlin (Vorstand: Geh. Med.-Rat Prof. Dr. Frosch).] 

Beltrag zur Frage der bakterlziden Eigenschaften 
entzdndllcher Exsndate. 

Von Dr. Hans Bastaedt, Tierarzt. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 4. Februar 1912.) 

Die Frage nach dem bakteriziden Verm8gen serSser 
Exsudate war bisher noch nicht genflgend gekl&rt. 

Manche Autoren, z. B. Haegler(l), Riedel(2), Moskowicz(3) und 
Sprengel (4), sehen in dem serosen Exsudat, das sich im Beginn einer 
Peritonitis in der Bauchhohle ansammelt, ein Schutzorgan des Organismus 
gegen eingedrungene Bakterien, ohne allerdings diese Ansicht experimentell 
zu stiitzen. Im Gegensatz hierzu stehen die Untersuchungen der Forscher, 
die sich mit dem bakteriziden Vermogen der leukocytenarmen Peritoneal- 
fliissigkeit speziell beschaftigt haben, indem stets das bakterizide Vermogen 
dieser Fliissigkeiten nur unbedeutend war. Tietze (5) untersuchte die bak¬ 
terizide Kraft des Bmchwassers und beobachtete stets, dafi die bakterien- 
totende Fiihigkeit desselben nur gering war. Er sagt weiter: „Wurde im 
Experiment eine etwas zu grofie Menge einer Bakterienaufschwemmung 
(Staphylokokken) verwandt, so fand in den damit beschickten Serum- 
rohrchen keine Verminderung der Keime statt, sondern im Gegenteil regel- 
mafiig eine ausgesprochene Vermehrung derselben. a 

Neuerdings hat Schrader (6) durch umfangreiche Experimente das 
bakterizide Verhalten des peritonealen Transsudates nachgepriift. Er er- 
zeugte durch intraperitoneale Injektion von Glyzerin bei Kaninchen groUe 
Mengen von Transsudat und beschickte das gleich aus der Bauchhohle in 
sterile Rdhrchen pipettierte Transsudat mit Colibakterien und Staphylo¬ 
kokken. Er fand nun, dafi dem Transsudate eine starke bakterizide Kraft 
nicht zuzukommen scheint, da sich die Bakterien in dem Transsudate stets 
weiterentwickelt hatten, allerdings nicht so typisch und so reichlich wie 
auf Agar oder in Bouillon. 

Diese sich widersprechenden Ansichten linden wohl ihre 
Erkiarung in der Tatsache, dafi die von Tietze und Schra¬ 
der untersuchten Fliissigkeiten nur Stauungstranssudate waren, 
in denen a priori eine Anhaufung von bakterienfeindlichen 
Schutzstoffen nicht zu erwarten war. Es war vielmehr er- 
forderlich, mit entzfindlichen Exsudaten diese Frage zu klaren. 

Zeitschr. f. Immunifitsforschung. Ori&. Bd. XIII. 28 
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In letzter Zeit hat nun S. Weil (7) nach dieser Richtung 
hin Versuche angestellt. Er erzeugte dnrch intrapleurale In- 
jektion von Terpentin51 bei Meerschweinchen, Kaninchen und 
Hunden sterile, entztindliche, leukocytenarme Exsudate und 
prttfte ihr hokterizides VermSgen gegenflber dem Colibacillus, 
dem Bac. prodigiosus, dem Staphylococcus pyogenes aureus 
und dem Streptococcus pyogenes. Das TerpentinSlexsudat 
des Kaninchen s und des Hundes erwies sich fflr Colibacillen 
stark bakterizid, nicht aber das Exsudat des Meerschweinchens. 
Prodigiosus, Staphylococcus pyogenes aureus und Strepto¬ 
coccus pyogenes wurden vom Hundeexsudat ebenfalls abge- 
totet Das Exsudat zeigte stSrkeres bakterizides VermSgen 
als das Blutserum desselben Tieres. Das von den Leukocyten 
durch Zentrifugieren befreite Exsudat wirkte ebenso wie das 
leukocytenhaltige. Nach 20-sttlndigem Aufbewahren bei Zimmer- 
temperatur oder im Eisschrank verlor das Exsudat seine Kraft; 
ebenso ging bei einstflndigem ErwSrmen auf 54° die Wirkung 
verloren. Das Exsudat aus der rechten PleurahShle, in die 
das Terpen tinSl direkt eingespritzt war, erwies sich bei Ka¬ 
ninchen als starker bakterizid als das aus der linken Pleura- 
h&hle, in die das Terpentindl diffundiert war. Die Dauer des 
Bestehens des Exsudates war ohne EinfluB auf die Wirkung. 
Weil gelangte auf Grand seiner Versuche zu der Auffassung, 
daB dem entzflndlichen, serosen, leukocytenarmen Exsudate 
eine betracbtliche bakterienfeindliche Wirkung zukomme. 

Auf Anregung von Herrn Geheimrat Frosch unternahm 
ich es, die Frage nach dem bakteriziden VermSgen des serSsen, 
entzflndlichen Exsudates weiterhin zu prflfen. 

Eigene Versuohe. 

Um ein steriles, entzflndliches und leukocytenarmes Ex¬ 
sudat zu erhalten, wandte ich das schon von Weil (7) be- 
nutzte Verfahren an. Als Versuchstiere dienten Hunde, Ka¬ 
ninchen und Meerschweinchen. Den meist mittelgroBen Hunden 
wurden unter aseptischen VorsichtsmaBregeln 1—2 ccm Ter¬ 
pentindl in die rechte Brusthohle mittelst stumpfer Kanflle 
eingespritzt. Die Exsudatbildung ging nun rasch vor sich, 
wie ich durch tflgliche Perkussion feststellte. Sie erreichte 
am 3. Tage den HShepunkt, um vom 4. Tage nach der In- 
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jektion zurttckzugehen. Das Exsudat aus der rechten Brust- 
hdhle wurde meist am 3. Tage mittelst einfacher Punktion 
entnommen. Das Exsudat war immer in reichlicher Menge 
vorhanden. Es war hellgelb und etwas trtlbe, manchmal durch 
die Anwesenheit von roten BlutkOrperchen rbtlich gef&rbt, voll- 
kommen steril, wie die Kontrollversuche zeigten, und enthielt 
nur wenige Leukocyten. Der Gerucb des TerpentinSls war in 
dem Exsudat bis zum 4. Tage wahrzunehmen, sp&ter nicht mehr. 

Von Kaninchen lieCen sich auf dieselbe Weise durch 
intrapleurale Injektion von 0,5—0,75 ccm TerpentinSl 10—20 
ccm Exsudat gewinnen, von Meerschweinchen durch Injektion 
von 0,3—0,4 ccm Terpentinbl 5—10 ccm Exsudat. Da diese 
Tiere in wenigen Tagen unter Erscheinungen schwerer Atem- 
not starben, wurden sie gewOhnlich 48 Stunden nach der In¬ 
jektion zur Gewinnung des Exsudates durch Verbluten getdtet. 
Bei der steril vorgenommenen ErSffnung der Brusthohle zeigte 
sich nicht nur im rechten, sondern auch im linken Pleurasack 
eine Flflssigkeitsansammlung, die von derselben Beschaffenheit 
war wie das Exsudat im rechten Pleurasack. Dieses links- 
seitige Exsudat fflbre ich mit Weil auf eine Diffusion des 
Terpentindls zurflck. 

Um die sehr lastige Gerinnung des Exsudates zu ver- 
hindern, wurde es mittelst paraffinierter Pipetten aus der 
Brusthdhle entnommen und in paraffinierte Reagenzgl&ser ge- 
fflllt. Beim Hunde liefi ich direkt aus der Brusthdhle das 
Exsudat in ein paraffiniertes Reagenzglas laufen. Von einer 
24-stiindigen Bakterienagarkultur*) wurde jedesmal eine Nor- 
malose (2 mg) in 15 ccm physiologischer Kochsalzldsung auf- 
geschwemmt und von dieser Aufschwemmung 1 ccm zu 15 ccm 
Exsudat zugesetzt, zu weniger reichlichem Exsudate, z. B. bei Ka¬ 
ninchen und Meerschweinchen, entsprechend weniger Bakterien. 
Exsudat und Bakterien wurden durch Schtttteln gut verteilt, 
dann wurde'sofort 1 ccm der Mischung zu einer auf 42° er- 
wSrmten Agarldsung zugesetzt und der Agar zur Platte ge- 
gossen. Das Exsudat mit den Bakterien kam in den Brut- 
schrank von 37 0 und wurde ofters umgeschilttelt. Nach 2, 4, 
6 Stunden und sp&ter wurden nun Platten gegossen. Die 


1 ) Alle Bakterien wurden Laboratoriumsstammen entnommen. 

28 * 
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Kolonien wurden nach 24 Stunden gezihlt, nach 48 Stunden 
abermals, am die Zahl der sphter aufgegangenen Kolonien 
nicht zu vernachlfissigen. 

Bei dieser Versuchsanordnung lieB sich jedoch die Ge- 
rinnung des Exsudates nie vollstandig verhindern. Es bildete 
sich immer im Meerschweinchenexsudate ein etwa linsengroBes, 
im Kaninchenextrakte ein erbsengroBes und im Hundeexsudate 
ein bohnengrofies lockeres Koagulum, das am Ende jedes Ver- 
suches mehrmals in Kochsalzlosung gewaschen, zwischen zwei 
sterilen Skalpellen in einer sterilen Petrischale moglichst fein 
zerrieben und dann zu Agarplatten verarbeitet wurde. Da die 
Menge des Gerinnsels sich nur schatzungsweise bestimmen 
lieB, war das entsprechende Resultat stets ungenau. Urn 
diesen Fehler moglichst klein zu gestalten, wurden die Zahlen 
fttr die im Gerinnsel enthaltenen Bakterien mbglichst hoch an- 
gesetzt. 

1. Versuch. 

Meerechweinchen. 0,3 ecm Terpentinol. 4,5 ccm gelbliches, leicht ge- 
triibtes seroses Exsudat aus beiden Pleurahohlen + 0,3 ccm einer Auf- 
schwemmung von B. coli. 


Kolonien zahl 


sofort 

nach 5 Std. 

nach 6 Std. im 
Gerinnsel 

oo M 

729 

ca. 650 


2. Versuch. 

Meerechweinchen. 0,3 ccm Terpentinol. 4 ccm seroses Exsudat aus 


beiden Pleurahohlen + 0,25 

ccm B. coli. 


Kolonienzahl 

sofort 

nach 5 Std. 

nach 6 Std. im 
Gerinnsel 

oo 

604 

ca. 670 


3. Versuch. 

Meerechweinchen. 0,3 ccm Terpentinol. 5 ccm rotlich gefiirbtes Ex¬ 
sudat (seros-hiimorrhagisch) aus beiden Pleurahohlen + 0,33 ccm B. coli. 


Kolonienzahl 


sofort 

nach 5 Std. 

nach 6 Std. im 
Gerinnsel 

oo 

354 

ca. 580 


1 ) oo bedeutet: wenigstens 500000. 
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n 

* 


4. Versuch. 

Sehr groUes Meerschweinchen. 0,4 ccm Terpen tin6l. 9 ccm seroses 
Exsudat aus beiden Pleurahohlen. Davon werden 5 ccm unverandert zu 
0,33 ccm B. coli zugesetzt, 4 ccm 1 Stunde auf 55° erwarmt. Beim Er- 
warmen schmilzt das Paraffin in dem Rbhrchen und hebt sich infolge 
seines geringeren Gewichtes auf die Oberflache des Exsudates. Das im 
Exsudat enthaltene Gerinnsel setzt sich am Boden des Beagenzglases ab. 
Die auf der Oberflache des Exsudates erstarrte Paraffinschicht wird nun 
mit einem sterilen Glasstab entfernt und die iiberstehende, hellgelbe, fast 
klare Fliissigkeit abgegossen. Die Versuche mit erhitztem Exsudat wurden 
samtlich ohne das storende Gerinnsel vorgenommen. 

a) 5 ccm unverandertes Exsudat + 0,33 ccm B. coli 

b) 4 „ erhitztes „ + 0j25 „ „ „ 



| Kolonienzahl 


sofort 

nach 2 Btd. 

nach 5 Std. 

nach 7 Std. 

nach 8 Std. im 
Gerinnsel 

a. 

oo 1 

27 000 

1270 

539 

ca. 760 

b. 

oo I 

OO 

oo 

oo 

— 


Das Terpentindl des Meerschweinchens hat also gegendber 
den Colibakterien eine starke bakterizide Wirkung gezeigt. 
Dieses Resultat steht im Gegensatz zu dem von Weil, der kein 
bakterizides Vermdgen des Meerschweinchenexsudates fest- 
stellen konnte. Dieser Unterschied trotz gleicher Versuchs- 
anordnung ist wohl auf die Verschiedenheit der einzelnen zur 
Coligruppe gehSrigen Bakterienarten zurOckzufflhren. 

5. Versuch. 

Kaninchen. 0,6 ccm TerpentinoL In der rechten Pleurahohle 12 ccm 
gelbliches, etwas trubes, steriles Exsudat, in der linken 1,5 ccm von der- 
selben Fliissigkeit. 

12 ccm seroses Exsudat + 0,8 ccm B. coli. 


Kolonienzahl 


sofort 

nach 4 Std. 

nach 5 Std. im 
Gerinnsel 

64000 

300 

ca. 1360 


6 . Versuch. 


Kaninchen. 0,6 ccm Terpentinol. In der rechten Pleurahohle 12 ccm 
rotlich gefarbtes Exsudat, in der linken 2 ccm. 

12 ccm Exsudat + 0,8 ccm B. coli. 


Kolonienzahl 


sofort 

nach 1 Std. 

nach 2 Std. 

nach 4 Std. 

nach 5 Std. im 
Gerinnsel 

84 000 

5070 

3640 

200 

ca. 190 
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7. Versuch. 

Kaninchen. 0,6 ccm Terpentinol intrapleural. Dieses Kaninchen starb 
unerwarteterweise schon nach 28 Stunden, und ich konnte erst ungefahr 
3 Btunden nach dem Tode das Exsudat entnehmen. Es war von gelblicher 
Farbe, triibe und vollkommen steril. 

10 ccm Exsudat + 0,66 ccm B. coli. 


Kolonienzahl 


sofort 

nach 1 Std. 

nach 4 Std. 

1 

nach 18 Std. 

nach 24 Std. 

nach 25 Std. 
im Gerinnsel 

42000 

572 

112 

0 

0 

ca. 26 


Wie diese Versuche zeigen, tibt auch das TerpentinSlexsudat 
von Kaninchen auf Colibakterien eine Starke bakterizide Wir- 
kung ans, die sogar einige Stunden nach dem Tode anh&lt. Nun- 
mehr suchte ich festzustellen, wie sich die bakterientbtende 
Kraft des Exsudates zu der des Blutserums verhfilt. 


8 . Versuch. 

Kaninchen. 0,6 ccm Terpentinol. Nach 48 Stunden wird das Tier 
durch Verbluten getotet, das Blut zu Serum verarbeitet. In der rechten 
Pleurahohle 10 ccm rotlich gefarbtes, triibes, steriles Exsudat, in der linken 
1 ccm von derselben Fliissigkeit. 

a) 10 ccm Exsudat + 0,66 ccm B. coli 

b) 10 „ Blutserum + 0,66 „ „ „ 



Kolonienzahl 


sofort 

nach 2 Std. 

nach 4 Std. 

nach 5 Std. im 
Gerinnsel 

a. 

b. 

oc 

oo 

225 

3000 

16 

500 

ca. 30 


9. Versuch. 

Kaninchen. 0,6 ccm Terpentinol. Nach 48 Btunden wild das Tier 
durch Verbluten getotet, das Blut zu Serum verarbeitet. In der rechten 
Pleurahohle 12 cm seroses, keimfreies Exsudat, in der linken 2 ccm. Von 
dem rechtsseitigen Exsudate werden 6 ccm 1 Stunde auf 55° erhitzt und 
abgegossen. 

a) 6 ccm Exsudat + 0,4 ccm B. coli 

b) 6 „ „ erhitzt + 0,4 „ „ „ 

c) 6 „ Blutserum + 0,4 „ „ „ 



Kolonienzahl 

sofort 

nach 4 Std. 

nach 6 Std. 

nach 24 Std.j 

nach 25 Std. im 

Gerinnsel 

a. 

167 500 

440 

14 

2 

0 

b. 

211600 

300000 

oc 

oo 

— 

c. 

276000 

5G0 

27 

37 000 

— 
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10. Versuch. 

GroGes Kaninchen. 0,75 ccm Terpen tinbl. 48 Stunden spater wird 
das Tier durch Verbluten getbtet, das Blut zu Serum verarbeitet. In der 
rechten Pleurahohle 15 ccm serbses, triibes Exsudat, in der linken 5 ccm 
derselben Fliissigkeit. Von dem rechtsseitigen Exsudat wird die Halfte 
1 Stunde auf 55 0 erwarmt und abgegossen, ebenso wird ein Teil dee Blut- 
eerums erwarmt. 


a) 7,5 ccm rechtsseitiges Exsudat 

+ 0,5 ccm B. 

coli 

b 7,5 „ 


erhitzt + 0,5 „ „ 


<0 5,0 „ 

linksseitiges „ 

+ 0,33„ „ 


d) 7,5 „ 

Blutserum 

+ 0,5 »> „ 

JT 

e) 7,5 „ 

„ erhitzt 

+ 0,5 „ „ 

V 



Kolonienzahl 

sofort 

nach 4 Std. 

nach 5 Std. im 
Gerinnsel 

a. 

46 000 

213 

ca. 270 

b. 

57 600 

193000 

— 

c. 

50 500 

226 

ca. 310 

d. 

385000 

6370 

— 

e. 

276000 

oo 

— 


11. Versuch. 

GroGes Kaninchen. 0,75 ccm Terpen tinbl. Nach 48 Stunden Tod 
durch Blutentziehung, Blut zu Serum verarbeitet. In der rechten Pleura- 
hdhle 18 ccm gelbliches, triibes Exsudat, von dem die Halfte 1 Stunde 
auf 55° erwarmt und dann abgegossen wird. In der linken Pleurahohle 
4 ccm serbses Exsudat. 

a) 9 ccm rechtsseitiges Exsudat + 0,6 ccm B. coli 

b) 9 „ „ „ erhitzt + 0,6 „ „ „ 

c) 4 „ linksseitiges „ + 0,27 „ „ 

d.) 9 „ Blutserum + 0,6 „ „ „ 

e) 9 „ „ erhitzt + 0,6 „ „ „ 



Kolonienzahl 

eoiort 

nach 

2 Std. 

nach 

4 Std. 

nach 

6 Std. 

nach 24 Std. 

nach 25 Std. 
im Gerinnsel 

a. 

140000 

472 

58 

7 

0 

0 

b. 

187000 

235 000 

460000 

OO 

OO 

— 

c. 

103000 

980 

270 

69 

n. 7 Std. im Ge¬ 

— 






rinnsel ca. 170 


d. 

320000 

4100 

479 

66 

178000 

— 

e. 

298000 

412000 

oo 

oo 

oo 

— 


12. Versuch. 

GroGes Kaninchen. 0,75 ccm Terpentinbl. Nach 48 Stunden Tod 
durch Verbluten, Blut zu Serum verarbeitet. In der rechten Pleurahbhle 
15 ccm gelbliches serbses Exsudat, von dem die Halfte 1 Stunde auf 55° 
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erwarmt and abgegossen wird. In der linken Pleurahohle 6 ccm seroses 
Exsudat. 


a) 7,5 ccm rechtsseitiges Exsudat + 0,5 ccm B. coli 

h) 7,5 „ >» erhitzt + 0,5 ,, ,, ,, 

c) 6 „ linksseitiges „ + 0,4 „ „ ,, 

d) 7,5 „ Blutsenun 4 - 0,5 ,, „ „ 

e) 7,5 „ „ erhitzt + 0,5 „ „ 



Kolonienzahl 


sofort 

nach 2 Std. 

nach 4 Std. 

nach 6 Std. 

nach 24 Std. 

1 

nach 25 Std. 
im Gerinnsel 

a. 

160 700 

448 

52 

10 

3 

ca. 10 

b. 

204 000 

291000 

454000 

oo 

oo 

— 

c. 

168000 

900 

248 

31 

9 

ca. 18 

d. 

oc 

95 000 

2100 

450 

125000 

— 

e. 

oo 

oo 

oo 

oo 

oo 

— 


Das Terpentindlexsudat des Kaninchens hat sich in den 
Versuchen 8—12 in seiner bakteriziden Wirksamkeit dem 
Serum stark Qberlegen gezeigt. Schon nach 2 Stunden, wie 
Versuch 11 und 12 beweisen, ist eine Differenz zugunsten 
des Exsudates bemerkbar. Am deutlichsten ist der Unter- 
schied nach 24 Stunden, wobei im Exsudat alle Oder fast all© 
Keime abgetStet worden sind, wahrend im Serum nach an- 
f&nglicher Abtbtung eine Starke Vermehrung der Keime ein- 
getreten ist. Ferner zeigen die Versuche, daB bei Kaninchen 
das Exsudat aus der rechten Pleurahohle, in die das TerpentinOl 
direkt eingespritzt worden ist, stets starker bakterientOtend 
ist als das der linken Pleurahbhle, in die nur wenig Terpen tin61 
diffundiert ist. Bereits Weil hatte diese Tatsache festgestellt. 
Er ist der Ansicht: „Je ,entzflndlicher‘ das Exsudat ist, desto 
starker scheint seine bakterizide Wirkung zu sein.“ 

Nach diesen ersten Versuchen erscheinen folgeude SchluB- 
folgerungen berechtigt: 

1) Ein durch TerpentinOl beim Kaninchen erzeugtes Pleura- 
exsudat zeigt dem Bacterium coli gegenilber eine starkere 
bakterizide Wirkung als das Blutserum vom gleichen Tiere. 

2) Die bakterizide Kraft des Exsudates wird ebenso wie 
die des Blutserums durch Erwarmen auf 55° zerstOrt. 

Hier konnte man nun einwenden, daB bei der AbtOtung 
der Keime das antiseptisch wirkende TerpentinOl in Betracht 
kame. Dies durfte aber nicht der Fall sein. Das anf 56° 
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wirmte Exsudat hat sich als ein ebenso guter Nfihrboden er- 
wiesen wie das erhitzte Serum, was nicht mOglich sein kSnnte, 
wenn antiseptisch wirkende Verunreioigungen die bakterizide 
Wirkung des Exsudates veranlaBten. Es ware schlieBlich noch 
deukbar, daB das Terpentindl beim Erwarmen des Exsudates 
sich verflfichtigt habe, daB also im nicht erhitzten Exsudat 
trotzdem das Terpentinfil wirken konnte. Dieser Einwand 
wird jedoch durch meiue spatereu Versuche widerlegt. 

Die hdhere bakterizide Wirkung des Exsudates muB ihre 
Ursache in einer vom Serum verschiedenen Zusammensetzung 
haben. Reste der injizierten Flflssigkeit kOnnen hier kaum 
in Betracht kommen. Es kann nur ein vermehrter Gehalt an 
labilen KSrpern die Ursache des erhfihten bakteriziden Ver- 
mOgens sein. 

Um nun jeden Zweifel fiber die Wirkung des Terpentinfils 
auszuschlieBen, stellte ich ferner Versuche mit Aleuronat- 
exsudaten an, in denen ja kein antiseptisch wirkender Stoff 
vorhanden ist. 

13. Verfluch. 

Einem groBen Kaninchen werden 3 ccm Aleuronatbrei in die rechte 
Pleurahohle injiziert Nach 48 Stunden wird das Tier durch Verbluten 
getotet, das Blut zu Serum verarbeitet. In der rechten Pleurahohle 12 ccm 
gelbliches, triibes Exsudat, in der linken 2 ccm. Auf den Pleuren befinden 
sich gelbliche, lockere Belage. Beide Exsudate sind steril und stark leuko- 
cytenhaltig. Verarbeitung des Exsudates wie bei den vorigen Versuchen. 

a) 6 ccm rechtsseitiges Exsudat + 0,4 ccm B. coli 

b) 6 „ „ „ auf 55 0 erhitzt + 0,4 „ „ „ 

c) 6 „ Blutserum + 0,4 „ „ „ 

d) 6 „ „ auf 55° erhitzt +0,4 „ „ „ 



Kolonienzahl 

sofort 

nach 2 Std. 

nach 4 Std. 

nach 6 Std. 

nach 24 Std. 

nach 25 Std. 
im Gerinnsel 

a. 

210000 

1500 

363 

131 

8 

ca. 17 

b. 

380000 

OO 

oc 

OO 

OC 

— 

c. 

410000 

14 500 

1700 

366 

25 100 

— 

d. 

360000 

oo 

oo 

oo 

oo 

— 


14. Versuch. 

GroBes Kaninchen. Injektion von 4 ccm Aleuronatbrei in die rechte 
Pleurahohle. Nach 48 Stunden durch Verbluten getotet, Blut zur Serum- 
gewinnung verarbeitet. In der rechten Pleurahohle 10 ccm einer schwach 
rOthch gef&rbten Fliissigkeit, gelbliche Belage auf der Pleura in geringer 
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Menge. In der linken Pleurahohle 2 ccm von der gleichen Fliissigkeit. 
Verarbeitung des stark leukocytenhaltigen, sterilen Exsudates wie gewohnlich. 

a) 5 ccm rechtsseitiges Exsudat + 0,33 ccm B. coli 

b) 5 „ „ „ auf 55 0 erhitzt + 0,33 „ ,. „ 

c) 5 „ Blutserum 4 - 0,33 „ „ „ 

d) 5 „ „ auf 55 0 erhitzt + 0,33 „ „ „ 





Kolonienzahl 




Bofort 

hach 2 Std.J 

nach 4 Std. 

nach 6 Std. 

nach 24 Std. 

nach 25 Std. 
im Gerinnsel 

a. 

280000 

1620 

584 

175 

29 

ca. 22 

b. 

363000 

00 

oo 

00 

oo 

— 

c. 

421000 

14 700 

1873 

459 

00 

— 

d. 

460000 

00 

00 

00 

00 ! 

— 


Diese Versuche, die sich in der Technik an die von 
Buchner (8), Schuster (9) und Hahn (10) anschlossen, 
zeigen das gleiche Ergebnis wie die Versuche jener Forscher. 
Die bakterizide Wirksamkeit des leukocytenreichen Exsudates 
ist dem Serum flberlegen. Ein Vergleich mit den Ergebnissen 
des Terpentindlexsudates l&Bt einen bedeutenden Unterschied 
in der Wirksamkeit beider Exsudate nicht erkennen. Daraus 
darf man schlieCen, dafi die bakterizide Kraft dem entztind- 
lichen Exsudat als solchem zukommt. 


15. Versuch. 

Einem mittelgrofien Hunde werden 1,5 ccm Terpentinol in die rechte 
Pleurahohle injiziert. Am 3. und 5. Tage wird das Exsudat mittelst Punk- 
tion entnommen. Es lauft direkt aus der Brusthohle in paraffinierte und 
abgeteilte Reagenzglaser. Das Exsudat ist eine gelblich-triibe, leukocyten- 
arme Fliissigkeit und vfillig keimfrei. Das Blut wird aus der Vena femo- 
ralis entnommen und zu Serum verarbeitet. 

a) 15 ccm Exsudat vom 3. Tage + 1,0 ccm B. coli 

b) lo ,, „ „ 3. ,, erhitzt -4* 1,0 ,, „ ,, 

®) ® » i? »» »* "E n » »’ 

d) 15 „ Blutserum + 1,0 „ „ „ 

e) 15 „ „ erhitzt +1,0 „ „ „ 



Kolonienzahl 


sofort 

nach 

nach 

nach 

nach 

nach 

nach 25 Std. 


1 Std. 

3 Std. 

5 Std. 

7 Std. 

24 Std. 

im Gerinnsel 

a. 

00 

141000 

3280 

1430 

680 

19 

ca. 35 

b. 

00 

OO 

00 

OO 

00 

OO 

— 

c. 

00 

134000 

4100 

1510 

720 

27 

ca. 30 

d. 

oo 

160 000 

18000 

5340 

951 

150000 

— 

e. 

00 

oc 

oo 

oc 

oo 

oo 

— 
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Colibakterien warden also vom Exsudat des Hundes eben¬ 
falls stark abgetdtet. Die Wirksamkeit des Blutsernms ist 
anch beim Hunde schwScher als die des Exsudates. Das 
Exsudat ist beim Hunde nach 8 Tagen verschwunden. Sein 
Alter ist bis zu 5 Tagen ohne Einflufi auf das bakterizide 
VermSgen. Das Exsudat vom 5. Tage, das schon in der Rilck- 
bildung begriffen ist, ist ebenso wirksam wie das vom 3. Tage, 
das auf der Hohe der Pleuritis gebildet worden ist. 

Beim Hunde habe ich nie eine Diffusion des Terpentindls 
von der rechten Pleurahohle in die linke feststellen kdnnen. 
Im linken Pleurasack fand sich niemals eine Spur von Exsudat. 

16. Versuch. 

Alle Exsudatproben etammen von demselben Hunde wie die zum 
15. Vereuch benutzten. Die Proben werden 24 Stunden teils bei Zimmer- 
temperatur, teils im Eisschrank aufbewahrt. Das Gerinnsel hat sich ab- 
gesetzt und wird abgegossen. Ein anderer Teil der Proben wird */* Stunde 
zentrifugiert, die iiberstehende hellgelbe, fast klare Fliissigkeit abgegossen. 

a) 9 ccm Exsudat unverandert + 0,6 ccm B. coli 

b) 9 „ „ 24 Stunden bei Zimmertemperatur + 0,6 ,, „ „ 

c) 9 „ „ 24 „ im Eisschrank 4 - 0,6 „ „ „ 

d) 9 „ „ V* Btunde zentrifugiert + 0,6 „ „ „ 



Kolonienzahl 



nach 

nach 

nach 

nach 

nach 

nach 25 Std. 


sofort 

1 Std. 

3 Std. 

5 Std. 

7 Std. 

24 Std. 

im Gerinnsel 

a. 

00 

138 000 

8 300 

2160 

770 

25 

ca. 40 

b. 

00 

381000 

174 000 

35200 

7350 

256000 

— 

c. 

00 

372 000 

158000 

29800 

4260 

169000 

— 

d. 

00 

139000 

61000 

12000 

1730 

368 

— 


Wie dieser Versuch zeigt, bilBt das Exsudat, das den Tier- 
kOrper verlassen hat, allm&hlich seine Wirksamkeit ein. Diese 
Tatsache stimmt mit dem Verhalten des Blutserums tiberein, 
das ebenfalls auBerhalb des Tierkdrpers seine bakteriziden 
Eigenschaften nach einiger Zeit verliert, wie N is sen (11), 
Buchner (12), Stern (13) u. a. nachgewiesen haben. Ex¬ 
sudat, aus dem die Leukocyten durch Zentrifugieren ent- 
fernt worden sind, hat nach diesem Versuche, sowie den 
sp&teren eine weit schwachere Wirkung als das leukocyten- 
haltige Exsudat. In diesem Punkte weicht mein Resultat 
ebenfalls von dem Weils ab. 
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Nunmehr versuchte ich die Wirksamkeit des Exsudates 
auch anderen Bakterien gegenttber festzustellen und w Shite 
zunachst den Bacillus prodigiosus. 


17. Versuch. 


MittelgroBer Hund. 1,5 ccm Terpen tinol intrapleural. Entnahme des 
Exsudates und des Blutes wie im 15. Versuch. Das Exsudat ist infolge 
Beimengung von roten Blutkorperchen rotlich gefiirbt. 


a) 10 ccm Exsudat vora 3. Tage 

b) 10 ,, ,, „ 3. ,, 

c) 10 ,, n » 5. ,, 

d) 10 „ Blutserum 

e) 10 „ „ erhitzt 


erhitzt + 0,66 
+ 0,66 
+ 0,66 
+ 0,66 


ft 

ft 

It 

ft 



Kolonienzahl 


sofort 

nach 

nach 

nach 

nach 

nach 

nach 25 Std. 


1 Std. 

3 Std. 

5 Std. 

7 Std. 

24 Std. 

im Gerinnsel 

a. 

00 

134 000 

12 200 

3 610 

760 

39 

ca. 50 

b. 

00 

00 

00 

00 

oo 

OO 

— 

c. 

00 

127 000 

10800 

3170 

693 

42 

ca. 36 

d. 

00 

oo 

168 000 

43 000 

9120 

148000 

— 

e. 

00 

00 

oo 

oo 

00 

oo 

— 


Der Versuch ist in seinen Ergebnissen fast gleich dem 
15. Versuche verlaufen. Nur scheint das Hundeserum auf 
den Prodigiosus eine noch schwachere Wirkung auszuflben 
als auf das Bacterium coli. 

18. Versuch. 

Das Exsudat stammte von demselben Tiere wie in Versuch 17. Die 
Proben werden 24 Stunden teils im Zimmer, teils im Eisschrank auf- 
bewahrt. Das Gerinnsel hat sich abgesetzt und wird entfernt Ein anderer 
Teil der Proben wird 1 / 1 Stunde zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit 
abgegossen. 

a) 10 ccm Exsudat unverandert + 0,66 ccm B. prodig. 

b) 10 „ „ 24 Stunden im Zimmer + 0,66 „ „ „ 

c) 10 „ „ 24 „ „ Eisschrank + 0,66 „ „ „ 

d) 10 „ „ V 2 Stunde zentrifugiert +0,66 „ „ „ 



Kolonienzahl 


sofort 

nach 

nach 

nach 

nach 

nach 

nach 25 Std. 


1 Std. 

3 Std. 

5 Std. 

7 Std. 

24 Std. 

im Gerinnsel 

a. 

CO 

136000 

9 250 

2 740 

812 

31 

ca. 22 

b. 

00 

353 000 

209 000 

38000 

7800 

127 000 

_ 

c. 

oo 

oo 

270000 

72 000 

8430 

176000 

— 

d. 

oo 

144 000 

65800 

13 500 

3140 

665 

— 
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Auch dieser Versuch gleicht seinem Analogon Versuch 16. 
Das zentrifugierte Exsudat ist auch dem Prodigiosus gegen- 
fiber erheblich schw&cher als das unverilnderte. Die Leuko- 
cyten scheinen also bei der bakteriziden Wirkung des Exsu- 
dates eine gewisse Rolle zu spielen. 

Besonderes Interesse muBte es erregen, zu sehen, wie es 
sich mit der abtdtenden Wirkung des Exsudates den Mikro- 
organismen gegenuber verhklt, auf die das Blutserum nicht 
schSdigend einzuwirken vermag, z. B. gegentiber Staphylo- 
kokken und Streptokokken. 

In einem Vorversuche hatte ich bereits festgestellt, daB 
bei der gew6hn lichen Aussaatmenge (15 ccm Exsudat + 1 ccm 
Bakterienaufschwemmung) die bakterizide Wirkung des Ex¬ 
sudates auf Staphylokokken gleich Null ist. Ich versuchte es 
nun im n&chsten Versuche mit der halben Aussaatmenge. 

19. Versuch. 

MittelgroBer Hund. 2 ccm Terpentinol intrapleural. Entnahme und 
Verarbeitung des Exsudates und Blutes wie oben. Das Exsudat ist hell- 
gelb, leukocytenarm und keimfrei. Aussaat in halber Menge: Staphylo¬ 
coccus pyogenes aureus. 

al 15 ccm Exsudat unverandert + 0,5 ccm St. pyog. a. 

b) 15 „ ,, erhitzt -J- 0,5 „ ,, ,, „ 

c) 10 „ „ zentrifugiert + 0,33 „ „ „ „ 

d) 10 „ Blutserum + 0,33 „ „ „ ., 

e) 10 „ jf erhitzt *1- 0,33 „ ,, ,, „ 



I Kolonienzahl 

sofort 

nach 

1 Std. 

nach 

3 Std. 

nach 

5 Std. 

nach 

7 Std. 

nach 

24 Std. 

nach 25 Std. 
ini Gerinnsel 

a. 

00 

220000 

65 000 

15 000 

H60 

187 000 

223 000 

b. 

00 

00 

00 

1 oo 

00 

oo 

— 

T. 

oo 

00 

oo 

240000 

112 000 

00 

— 

d. 

00 

00 

00 

! 00 

oc 

1 00 

— 

e. 

oo 

00 

00 

I 00 

00 

00 

— 


Trotz Verringerung der Aussaatmenge erweist sich das 
Hundeexsudat dem Staphylococcus pyogenes aureus gegenuber 
nur schwach wirksam. Auffallend ist, daB das zentrifugierte 
Exsudat nur noch eine kuBerst geringe Wirkung hat, wahrend 
das Serum, wie bereits bekannt, den Staphylococcus pyogenes 
aureus gar nicht abtotet. W T e i 1 dagegen hat ziemlich starke 
Bakterizidie diesem Mikroorganismus gegenuber beobachtet. 
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Dieses ungleiche Ergebnis erklart sich wohl aus der Ver- 
schiedenheit der Virulenz der Staphylokokken. Immerhin ist 
es bemerkenswert, daB das Exsudat des Hundes viralente 
Keime abtdtet, die in seinem Blutserum ungehindert wachsen 
und sich verraehren konnen. 


20. Versuch. 

Exsudat und Blut stammen von demselben Hunde wie in Versuch 19. 
Verarbeitung des Exsudates und Blutes wie sonst. Aussaat in halber 
Menge: Streptococcus equi. 

a) 10 ccm Exsudat unveriindert -f 0,33 ccm Str. equi 

b) 10 „ „ erhitzt + 0,33 „ „ „ 

c) 10 „ „ zentrifugiert + 0,33 „ „ 

d) 10 „ Blutserum + 0,33 „ „ „ 

e) 10 „ „ erhitzt -f 0,33 „ „ „ 


Kolonienzahl 


1 

sofort 

nach 

1 Std. 

nach 

3 Std. 

nach 

5 Std. 

nach 

7 Std. 

nach 

24 Std. j 

nach 25 Std. 
im Gerinnsel 

a. 

00 

oc 

1 00 

00 

oo 

00 

00 

b. 

00 

00 

i 00 

| 00 1 

00 

00 

— 

c. 

00 

00 

00 

00 

00 

oo 

— 

d. 

00 

GO 

00 

00 

00 

00 

— 

e. 

00 

00 


00 

00 

00 

— 


Das Exsudat des Hundes hat gegenflber dem Strepto¬ 
coccus equi vSllig versagt. Weil wiederum hat mit dera 
Hundeexsudat einen ftir den Menschen hOchst virulenten 
Stamm von Streptococcus pyogenes stark abgetotet. Der Unter- 
schied im Erfolg ist vielleicht in den Stammesverschiedenheiten 
der Streptokokken zu suchen. 

Ich untersuchte nun weiter die Frage, ob es nicht m8g- 
lich w&re, Exsudat, dessen bakterizides Vermbgen durch Er- 
hitzen vernichtet ist, zu „reaktivieren“. Ich wfihlte zunSchst 
einen Zusatz von frischem Exsudat. 

21. Versuch. 

Grolies Kaninchen. 0,75 ccm Terpentinol in die rechte Pleurahohle. 
Nach 48 Stunden Tod durch Verbluten, Blut zu Serum verarbeitet. In 
der rechten Pleurahohle 20 ccm seroses, etwas triibes Exsudat, in der linken 
5 ccm. Zu einem Teil des 1 Stunde auf 55° erhitzten (inaktivierten) Ex¬ 
sudates wird 0,5 ccm frisches Exsudat hinzugefugt. 
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a) 6 ccm rechtaaeitigea Exsudat unverandert + 0,4 ccm B. coli 


b) 6 

c) 6 

d) 5 

e) 6 

f) 6 


yy 

J9 


yy 

V 


inaktiviert + 0,4 


+ 0,5 ccm frisches Exsudat + 0,4 
linksseitiges Exsudat unverandert + 0,33 


Blutserum 


erhitzt 


+ 0,4 
+ 0,4 


yy yy 

yy yy 

yy yy 

yy yy 



Kolonienzahl 


sofort 

nach 2 Std. 

jnach 4 Std. 

nach 6 Std. 

nach 24 Std. 

nach 25 Std. 
im Gerinnsel 

a. 

326 000 

1180 

204 

9 

0 

0 

b. 

379 000 

oo 

OO 

00 

00 

_ 

c. 

287 000 

943 

371 

18 

1 

— 

d. 

291000 

1370 

446 

27 

0 

0 

e. 

392000 

9500 

2270 

684 

47 300 

— 

f. 

347 000 

oo 

00 

90 

oo 

— 


Es gelingt also, das inaktivierte Exsudat durch Zusatz 
von frischem Exsudat zu reaktivieren. 

Nach meinen frtlheren Versuchen mit zentrifugiertem Ex¬ 
sudat, aus dem die Leukocyten entfernt waren, durfte ich an- 
nehmen, dafi bei der Bakterizidie die Leukocyten in gewissem 
Grade beteiligt sind. Es lag daher nahe, zu versuchen, ob 
sich das inaktivierte Exsudat durch Leukocyten Oder Leuko- 
cytenextrakte reaktivieren lasse. In dieser Absicht ist der 
folgende Versuch unternommen worden. 


22 . Versuch. 

GroBes Kaninchen (A). 0,75 ccm Terpentinol intrapleural. Nach 

48 Stunden durch Verbluten getbtet, Blut zu Serum verarbeitet. In der 
rechten Pleurahohle 20 ccm seroses, leukocytenarmes, steriles Exsudat, in 
der linken 5 ccm. 15 ccm vom rechtsseitigen Exsudat werden 1 Stunde 
auf 55° erhitzt (inaktiviert) und abgegossen. 

GroBes Kaninchen (B). 3,5 ccm Aleuronatbrei intrapleural. Nach 

48 Stunden getotet. In der rechten Pleurahohle 3,5 ccm gelbliches, triibes, 
sehr leukocytenreiches, steriles Exsudat. Auf Lunge und Pleura dicke, 
gelbliche Schwarten, die nur locker aufliegen und fast nur aus Leukocyten 
bestehen, wie seinerzeit durch Untersuchungen von Schuster (9) und 
Hahn (10) gezeigt ist. In der linken Pleurahohle nur 1 ccm Exsudat. 
0.5 ccm Aleuronatexsudat wird */* Stunde zentrifugiert. Der Bodensatz, 
der zumeist aus Leukocyten besteht, wird inaktiviertem Terpentinolexsudat 
zugesetzt. Die iibrigen 3 ccm Aleuronatexsudat und einige Pleurabeliige 
werden 1 / 2 Stunde zentrifugiert. Der Bodensatz wird dreimal mit je 10 ccm 
physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt, 1 Stunde im Sehiittel- 
apparat geschiittclt und wieder zentrifugiert. Die iiberstehende, klare 
Fliissigkeit wird jedesmal abgegossen, so dafi schliefilich 30 ccm „Extrakt u 
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erhalten werden. Der Extrakt wird im Eisschrank aufbewahrt. Erst am 
niichsten Tage finden die bakteriziden Versuche mit dem Extrakte statt. 


a) 5 ccm rechtsseitiges Exsudat unverandert + 0,33 ccm B 

b) 5 „ „ „ inaktiviert + 0,33 „ „ 

c) 5 ,, V M 

-f 0,5 ccm Aleuronatleukocyten + 0,33 „ „ 

d) 5 „ rechtsseitiges Exsudat inaktiviert 

+ 5 ccm Leukocytenextrakt + 0,33 ,, ,, 

e) 20 „ leukocytenextrakt + 0,2 „ „ 

f) 5 „ linksseitiges Exsutat unverandert + 0,33 „ „ 

g) 5 „ Blutsemm + 0,33 „ „ 

n) 5 „ „ inaktiviert + 0,33 „ „ 

i) ^ ,, ,, ,, 

+ 5 ccm Leukocytenextrakt + 0,33 „ „ 


. coli 


T1 


v 

yy 


Kolonienzahl 



sofort 

nach 2 Std. 

a. 

374 000 

1070 

b. 

389 000 

00 

c. 

401 000 

CO 

d. 

; 00 

00 

e. 

! 00 

CO 

f. 

j 310 000 

2800 

£• 

1 00 

8000 

h. 

1 00 

oc 

i. 

1 

00 


nach 4 Std. 

nach 6 Std. 

Jnach 24 Std. 

Inach 25 Std. 
jim Gerinnsel 

351 

7 

0 

0 

00 

oo 

00 

— 

CO 

00 

00 

— 

00 

257 000 

oo 

— 

315 000 

192 000 

00 

— 

527 

25 

2 

0 

954 

323 

OO 

— 

oo 

oc 

00 

— 

00 

00 

00 I 

— 


Weder die Leukocyten noch der Leukocytenextrakt ver- 
mochten das inaktivierte Terpentindlexsudat uud das Blut- 
serum zu reaktivieren, weun auch beim Extrakt ein ganz 
minimaler Erfolg nicht ausgeblieben ist. Dies ist darauf 
zuriickzufflhren, daB der Extrakt selbst eine nur schwache 
bakterizide Wirksamkeit besitzt, die ihrerseits wohl in der 
von mir gew&hlten Herstellungsweise ihren Grund baben kann. 

Es gelingt indessen, mit anderen Methoden wirksame 
Leukocytenextrakte herzustellen. Das Slteste Verfahren rtihrt 
von Buchner (8) her, der die aus Aleuronatexsudaten aus- 
geschleuderten und gewaschenen Leukocyten in physiologischer 
Kochsalzlosung einfror und auftaute, dann einige Zeit lang bei 
Zimmertemperatur mazerierte. Schattenfroh (14) vervoll- 
kommnete diese Methode, indem er die Leukocyten 3—5mal 
mit physiologischer Kochsalzlbsung wusch, ehe er sie den Ex- 
traktionsfliissigkeiten zusetzte. Bail (15) benutzte zur Ex- 
traktion der Leukocytenstoffe das von Van de Velde ent- 
deckte „Leukozidin“ t ein vom Staphylococcus pyogenes aureus 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Zur Frage der bakteriziden Eigenschaften entzundlicher Exsudate. 437 


produziertes Gift, das dio Leukocyten schnell abtdtet. Er 
digerierte die Leukocyten mit dem verdflnnten „Leukozidin“ 
1 Stunde bei 37°. Van de Velde (16) benntzte anfier dem 
„Leukozidin“ znr Extraktion der Leukocytenstoffe destilliertes 
Wa8ser nnd Hnndesernm nnd konnte mit solchen Extrakten 
Staphylokokken vfillig abtOten. Laschtschenko(17) wusch 
die ans Aleuronatexsndaten gewonnenen Leukocyten mit 
inaktivem Kaninchensernm Oder physiologischer Kochsalz- 
ldsnng und digerierte sie in yerschiedenen Seris, z. B. in 
Fferde-, Binder-, Hammelsernm etc., bis zu 2 Stnnden bei 
37°. Schneider (18) gewann die Leukocytenstoffe durch 
Digestion in physiologischer KochsalzlSsung oder in 5-proz. 
Sernmkochsalzldsun g. 

Nach den mifilungenen Versuchen mit Leukocyten nnd 
Lenkocytenextrakten versuchte ich das erhitzte Exsndat des 
Kaninchens mit aktiyem Blutserum zu reaktiyieren. Ich nahm 
hierzn frisches Blntserum vom gleichen Tier und frisches 
Meerschweinchenserum. 


23. Versuch. 

Grofles Kaninchen. 0,75 ccm Terpen tinOL Nach 48 Stunden wird 
das Tier verblutet, das Blut zu Serum verarbeitet In der rechten Pleura- 
hdhle 18 ccm seroses, triibes Exsudat, in der linken 5 ccm. Zu einem 
Teile des inaktivierten, rechtsseitigen Exsudates und des inaktivierten Blut- 
serums wird 0,5 ccm frisches Blutserum von demselben Tiere hinzugefiigt. 
a) 6 ccm rechtsseitiges Exsudat unverandert + 0,4 ccm B. coli 


d) 5 

e) 6 

§ 

g)6 


inaktiviert + 0,4 

+ 0,5 ccm frisches Blutserum + 0,4 
linksseitiges Exsudat unverandert + 0,33 
Blutserum + 0,4 

inaktiviert + 0,4 


ft 

tt 


ft 


tt tt 

tt tt 

tt tt 


+ 0,5 ccm frisches Serum + 0,4 



Kolonienzahl 

| sofort 

nach 2 Std. 

nach 4 Std. 

nach 6 Std. 

nach 24 Std. 

nach 25 Std. 
im Gerinnsel 

a. 

307000 

1080 

315 

13 

0 

0 

b. 

352000 

00 

00 

00 

00 

— 

c. 

413 000 

1190 

501 

22 

2 

— 

d. 

371000 

1360 

568 

31 

4 

1 

e. 

* 

00 

11200 

2847 

320 

31700 

— 

f. 

00 

co 

00 

oo 

00 

— 

g- 

00 

9160 

1940 

237 

55 600 

— 
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24. Versuch. 


GroBes Kaninehen. 0,75 ccm Terpentinol. Nach 48 Stunden durch 
Verbluten getotet, Blut zur Serumgewinnung verarbeitet. In der rechten 
Pleurahohle 20 ccm seroses Exsudat, in der linken 5 ccm. Zu einem Teile 
des inaktivierten Exsudates und Blutserums wird 0,5 ccm frisches Meer- 
sch wein chenserum hinzugesetzt. 


a) 6 ccm rechtsseitiges Exsudat unverandert + 0,4 ccm B. 

b) 6 „ „ „ inaktiviert + 0,4 „ „ 

c) 6 ,, „ ,, ,, 

+ 0,5 ccm frisches Meerschweinchenserum + 0,4 

d) 5 „ linksseitiges Exsudat unverandert + 0,33 

e) 6 „ Blutserum + 0,4 

f) 6 „ „ inaktiviert 4 - 0,4 

{?) ^ »» » » 

+ 0,5 ccm frisches Meerschweinchenserum + 0,4 


v 


coli 


Kolonienzahl 



sofort 

nach 2 Std. 

nach 4 Std. 

nach 6 Std. 

nach 24 Std. 

nach 25 Std. 
im Gerinnsd 

a. 

368 000 

1140 

255 

43 

6 

2 

b. 

423000 

oo 

oo 

oo 

00 

— 

c. 

1384 000 

1060 

151 

10 

3 

_ 

d. 

334 000 

3170 

743 

168 

11 500 

ca. 250 

e. 

oo 

14 800 

1960 

334 

30 

— 

f. 

oo 

00 

OO 

00 

00 

— 

g-l 

oo 

12 100 

1740 

203 

00 

— 


Die Reaktivierung des erhitzten Exsudates mit frischem 
Kaninehen- und Meerschweinchenserum ist nach diesen Ver- 
suchen gut gelungen. Das reaktivierte Exsudat zeigt dieselbe 
starke bakterizide Wirkung wie das frische Exsudat. Diese 
Reaktivierungsversuche sind auch ein Beweis mehr dafdr, daft 
bei der Bakterizidie kein antiseptisch wirkender Stoff in Be- 
tracht kommen kann, da ja das Serum kein TerpentinOl 
enthalt. 

Das inaktivierte Exsudat, das durch Serum seine bakteri¬ 
zide Wirksamkeit wiedererlangt, findet also in dem Serum ein 
geeignetes Komplement vor, das seinen bakteriziden Ambo- 
zeptor zu aktivieren vermag. Hiermit ist auch die komplexe 
Natur der Bakteriolysine (Alexine) des Exsudates nachge- 
wiesen, wie sie Ehrlich und Morgenroth (19) fflr die 
Hamolysine, R. Pfeiffer (20), Moxter (21), Neisser und 
Wechsberg (22) fur die Bakteriolysine das Serums haben 
dartun konnen. 
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Zusammenfassung. 

Fassen wir die Hauptergebnisse unserer Untersuchungen 
□och einmal kurz zusammen, so gelangen wir zu folgenden 
Schliissen: 

1) Das Terpentinblexsudat vom Meerschweinchen und 
Kaninchen wirkt stark bakterizid auf B. coli, das vom Hund 
stark auf B. coli und prodigiosus, schwach auf Staphylococcus 
pyogenes aureus, gar nicht auf Streptococcus equi. 

2) Die bakterizide Kraft des Exsudates ist groBer als die 
des Blutserums. 

3) Das eine Stunde auf 55° erw&rmte Exsudat hat seine 
bakterizide Kraft verloren. 

4) Das zentrifugierte Exsudat wirkt erheblich schw&cher 
als das zellhaltige. 

5) Das Exsudat bflBt auBerhalb des Tierkdrpers seine 
Wirksamkeit allmShlich ein. 

6) Das durch Erw&rmen inaktivierte Exsudat des Kanin- 
chens erlangt seine bakterizide F&higkeit wieder durch Zu- 
satz von frischem Exsudat, frischem Kaninchen- oder Meer- 
schweinchenserum. 

7) Das Alter des Exsudates hat auf die bakterizide Kraft 
keinen EinfluB. 

8) Das serdse Exsudat der Brust- und Bauchhohle darf 
daher wohl als ein wertvolles Schutzraittel des Organismus 
gelten, mit dem er eingedrungene Bakterien zu bekBmpfen 
imstande ist. 
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Nachdruck verboten. 

(Bacteriological Department of the Royal Institute of Public 

Health, London.] 

Sur la putrefaction intestinale. 

II. M6moire. 

Par A. Distaso. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 29. Februar 1912.) 

Dans la premiere partie de ce travail *) nous avons etabli 
la marche microbienne de la putrefaction intestinale. Aprfes 
nous Stre rendu compte des processus qui s’y accomplissent 
en presence des microbes qui se succfcdent et desagrfcgent 
chacun & leur tour une partie des substances qui s’y trouvent, 
il etait necessaire pour pouvoir envisager les problfemes de la 
flore intestinale, de faire des experiences sur le mode de 
reaction de ces microbes vis-k-vis de certaines substances. 
Tout d’abord nous avons voulu experimenter avec des sub¬ 
stances qui habituellement ne se trouvent pas ou ne se 
trouvent seulement qu’en trfcs petite quantite dans le gros 

1) CentralbL f. Bakt., Abt. I, Orig., Bd. 62, 1912. 
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intestin pour voir quels changements subit la flore en leur 
presence. 

Nous avons 6galement pris un morceau de coecum et 
nous 7 avons injectd une solution k 2 % de nutrose qu’on 
emploie dans les laboratoires pour la preparation des milieux. 
La quantity de la solution inject£e 6tait 6gale k la capacity 
de la pi^ce. Aprfcs 24 heures, la quantite de gaz d 6 velopp 4 e 
etait telle que le morceau £tait extrSmement ballonn£ et parais- 
sait vouloir 6clater. La puanteur 6tait horrible. La flore £tait 
formde de Bac. coli, de streptocoques, d’entdrocoques, staphylo- 
coques et de Bac. perfringens en grande quantity. 

Dans une seconde experience, nous avons pris un mor¬ 
ceau de coecum dans lequel nous avons injecte de la memo 
manibre 15 c.c. de peptone Chapoteau k la dilution de 2%. 
La reaction est devenue extremement alcaline et le morceau 
degageait une odeur horrible de putrefaction. II etait ballonne 
et semblait pres d’6clater. La flore est la m£me que dans le 
temoin. son activite fermentative seule semble augmenter. 

Dans un autre morceau, nous injectons une solution de 
glycocolle x ) & 2 °/ 0 en quantite egale k la capacite du morceau 
que nous mettons k putrefier. Le resultat est que la flore, 
dans ce morceau, reste la m£me que dans le morceau temoin 
et la putrefaction marche de la m£me mani£re. 

Ce premier groupe d’exp£riences nous montre qu’& l’etat 
normal les acides amines se trouvent dans le gros intestin; 
tandis que les albumoses, les peptones et la caseine sont 
absents. Leur presence determinerait une exaltation de 
l’activite biologique des microbes existants et la production 
de substances qui pourraient etre dangereuses pour l’homme. 
L’observation sur l’effet de la nutrose sur la flore intestinale 
est specialement interessante, car elle nous explique la con¬ 
dition des enfants nourris an lait de vache. 

Chez ces enfants, en effet, on note une flore tr&s variable 
oil le Bac. coli, le Bac. perfringens sont en grand nombre. 

L’apport, par le lait, de caseine que l’organisme n’est pas 
capable de dig6rer et que renvoi dans le gros intestin, donne 


1) Nous remercione notre ami le Dr. M. Nicolle de nous avoir 
voulu envoyer cette substance. 
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4 ces microbes une exaltation et la formation de gaz qu’on 
note sou vent chez ces sujets. 

L’action de la peptone nous explique de la mgrae mani&re 
cette activity de la flore intestinale dans les cas ou ces sub¬ 
stances sont mal dig^r^es dans l’intestin grele et deviennent 
la proie des microbes du gros intestin, en produisant des 
substances toxiques pour l’organisme. C’est le cas des di¬ 
archies f&tides observies par Alb us dans ses chiens, comme 
nous avons montri dans notre travail sur la flore intestinale 1 ). 

Action des snores sur la flore intestinale. 

Nous employons la glucose et la lactose, c’est & dire un 
sucre simple et un sucre interverti. H est connu qu’on 
emploie ces substances dans la thirapeutique. 

Nous avons fait ces experiences dans 3 buts principaux. 
L’un itait de voir s’il itait possible de transformer la flore 
du gros intestin en putrefaction par des sucres seulement et 
d’engendrer ainsi par leur produits un milieu peu convenable 
pour ces microbes de la putrefaction; l’autre etait d’arreter 
par l’oeuvre meme des sucres une putrefaction diji commencie. 
Troisi£mement nous avons voulu voir si la teneur en sucre 
de la dilution injectie, avait une influence quelconque sur 
certains microbes de la flore intestinale de homme adulte. 

C’est ainsi que nous avons commence l’etude par des 
doses faibles. 

Nous injectons ainsi de la lactose & 1 % dans un mor- 
ceau de gros intestin d’adulte. 

La reaction reste neutre. II y a une odeur butyrique, 
meiangee k une odeur tr£s desagreable. La putrefaction ne 
subit aucun arret, au contraire elle semble plus prononcee 
que dans le temoin. 

Lactose it 2 %• Aprfcs 24 heures la reaction est acide, on sent 
l’acide butyrique, il y a un grand d6veloppement de gaz, le morceau semble , 
vouloir 6clater. 

Le microbe predominant est le Bac. coli. II y a encore des coeeis 
et du Bac. perfringens. Ensuite l’ucidite commence it diminuer et la putre¬ 
faction marche comme d’habitude. 


1) CentralbL f. Bakt., Abt. I, Orig., Bd. 62, 1912. 
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Lactose k 3 %. Aprfes 24 heures reaction acide, melange d’odeurs 
trfes curieuses, indefinissables. La flore Gram-negative est predominante. 
11 7 a it c6t4 de rares acido-toierants, quelques coccis et de grandee quan¬ 
tity de Bac. perfringens. Ensuite la flore continue k £tre variee, Todeur 
butyrique se fait toujoure plus intense, mais pourtant il y reste encore un 
streptobacille acido-toierant (Streptobac. longus) et le Diplobac. irregula¬ 
ris l ) que dans le temoin est absent, mais en general la putrefaction reprend 
au bout de 17 jours sa marche comme dans le temoin. 

Lactose k 5%• Le m£me qu’auparavant. 

Lactose it 8 °/ 0 . Aprfes 24 heures la reaction est trfcs acide, Todeur 
est d’acide butyrique bien marquee. Quoique les preparations montrent 
une predominance de coccobacilles Gram-negatifs, pourtant Fensemence- 
ment rut geiose ordinaire inclinee donne une culture abondante de strepto- 
coque et quelques colonies de Bac. coli. On peut done conclure que les 
microbes Gram-negatifs etaient des microbes pour la plupart moits*). 

Aprfes 3 jours Fodeur d’acide butyrique diminue d’intensite. On sent 
une odeur fade, mais la reaction est acide encore. Les preparations mon¬ 
trent une culture presque pure de ce Streptobac. longus et de ce Diplobac. 
irregularis, mais aprfes 9 jours la reaction devient neutre. Les preparations 
montrent encore beaucoups d’acido-toierants, de coccis et des microbes 
ressemblant au type du Bodella III et de la putrefaction. Ensuite la 
putrefaction marche comme d’habitude. 

Lactose k 10°/o* Aprfcs 24 heures, odeur marquee d’acide butyrique, 
reaction extr&mement acide. II semble sur les preparations n’y avoir qu’une 
culture pure d’acido-toierants. II y a pourtant des coccis et une grande 
quantite de microbes Gram-negatifs. 

L’en semen cement sur geiose ordinaire inclinee donne des rares co¬ 
lonies de Bac. coli, tandis que le streptococcus est en grande quantite, on 
isole encore le Bac. gazogenes parvus (Choukiewitch). 

Aprfcs 3 jours le Bac. coli a complfctement disparu, la flore est uni- 
quement Gram-positive. 

Aprfes 9 jours la reaction devient alcaline, les preparations montrent 
beaucoup de coccis, de l’enterocoque, quelques Diplobac. irregularis, du Bac. 
perfringens et quelques microbes de la putrefaction. 

Ici se forme comme dans toutes les putrefactions de l’adulte une 
espfece d’huile qui empfiche la marche de la putrefaction. On enlfcve l’huile, 
on lave avec de l’eau sterile, 24 heures aprfcs cette operation, le morceau 
sent trfes mauvais. En effet, le Bac. putrificus coagulans est en grande 
quantite avec ses spores caracteristiques. 

Ces observations r6p6tees plusieurs fois, nous montrent 
d£cid6ment que le lactose injects directement dans le gros 
intestin de l’adulte jusqu’4 la dose de 10%» donne lieu 4 la 
formation de grande quantity d’acide butyrique et il n’est pas 

1) Distaso, L c. 

2) Ce fait nous l’avons observe souvent dans nos essais. 
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capable k cette dose d’arreter une putrefaction. Nous avons 
poussd les experiences plus loin, car celles-ci nous semblaient 
encore pen conclusives it ce sujet. Alors nous avons pris des 
doses beaucoup plus hautes. 

Lactose k 15 et & 20 */ 0 . La mfeme reaction qu’anparavant, odeur 
d’acide butyrique d’abord, ensuite il s’est produit one odeur de putrefaction 
avec les microbes caracteristdques qui la produisent 

D’autre cdte dans un morceau de coecum du mSme in- 
testin, nous avons ^joute la mfime dose de sucres dans les 
m£mes conditions qu'auparavant, mais la reaction & 6t6 d’acide 
acetique tout de suite avec une flore homogbne faite de mi¬ 
crobes qui produisent cette substance et elle est rest6e telle 
apr&s 3 mois en arrfitant la marche de la putrefaction. 

Lactose k 30°/ 0 . II se sont passes les m6mes phenomlnes qu’avec 
les doses de 15 et 20 0 / o - 

Ces experiences nous indiquent clairement que 1’arrSt 
d’une putrefaction ne depend pas exclusivement de la quantite 
de sucres injectee, mais des microbes de la flore existants 
prealablement dans le morceau d’intestin. Comme on sait, la 
flore du coecum contient habituellement le Bac. bifidus et les 
bac. ac6togfenes. II est bien certain, comme nos observation 
le demontrent, que ces microbes se sont d6velopp6s, en 
arr&tant la putrefaction. 

Glucose It 3 %. La reaction devient acide aprfes 24 heures et sent 
fortement l’acide butyrique. La flore Gram-negative est pr6dominante, pour* 
tant il y a quelques elements d’acetogfenes p et des coccis en abondance. 
L’ensemencement donne le Bac. coli comme microbes predominants. Aprfes 
3 jours les choses sont k peu prfes pareilles. L’odeur est toujours butyrique. 

Au bout de 9 jours, l’odeur d’acide butyrique est encore plus remar- 
quable, aussi la reaction est encore acide. Egalement id la formation de 
cette huile empSche la marche de la putrefaction. 

Glucose k 5%. Les choses sont k peu prks pareilles que dans la 
pr£cedente putrefaction. 

Glucose k 8 %• Aprks 24 heures reaction adde, on sent une odeur 
d’acide acetique. La flore est composee exlusivement d’acetogknes. Les 
ensemencements sur la geiose couch6e ordinaire donnent seulement une 
colonie de Bac. coli. Aprks 3 jours les choses sont les m&mes, sauf qu’il 
y a manque absolu de Bac. coli et la poussee de quelques elements de Bac. 
perfrmgens. 

Aprfcs 21 jours cette putrefaction ne montre pas une seule forme qui 
puissc se rapporter au Bac. putriflcus. Mais il se forme id, comme partout, 
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cette expfece d'huile que nous avons montree comme la cause de l’arr6t de 
la marche de la putrefaction. 

Glucose & 10 %• Aprfes 24 heures la reaction est extr6mement acide. 
Les preparations montrent une culture pure d’ac4togfenes. Les cultures 
Bont en ce moment negatives pour le Bac. coli, il est done compietement 
detruit. Ainsi aprfes 21 jours les processus sont pareils. 11 n’y a pas 
encore de Bac. putrificus, et la flore n’est pas chang4e. L’huile qui se forme 
est enlevfe, on lave le morceau et on le remet & l’etuve. Apres 24 heures, 
la reaction devient alcaline. l’odeur butyrique se fait sentir, les microbes de 
la putrefaction sont evidents. 

Les essays k la dose de 15, 20 et 30% ont donne les mdmes resultats 
que ceux faits avec le lactose. 

Des experiences qne nous avons relates plus haut, il 
resulte done un renseignement trfcs precis et trfcs important, 
dn point de vne des probl&mes de la flore intestinale, e’est k 
dire qu’avec des doses trfcs hautes de sucres il est possible 
d’empScher une putrefaction k la seule condition que ces 
sucres trouvent les microbes capables de d6velopper des sub¬ 
stances empSchantes. En plus, il semble que le glucose a une 
action plus prompte que le lactose. 

En effet, dans plusieurs boccaux oil cette reaction s’est 
faite, les microbes acetogfenes sont encore existants aprfcs 
3 mois et ils ont donne k la piece une odeur trfcs agr6able 
d’acide ac6tique, qui s’est conserv 4 e jusqu’i ce moment. Quand 
ces microbes sont absents ou en telle petite quantite qu’ils 
ne peuvent pas developper leur activite, ne peuvent pas, par 
consequent, attaquer les sucres qui seront la proie exclusive 
des autres microbes, qui k leur tour ne permettront pas le 
developpement des petites quantites des microbes empfichants. 
Cette hypothese concorderait avec les resultats des experiences 
que nous avons maintes fois constates et que nous avons 
relates plus haut k savoir: une faible proportion de sucres 
faisait developper les microbes dont nous aurions voulu 
arrSter le developpement. Ce fait inexplicable il premiere 
vue, eclaire selon nous, une des lois qui regissent la flore 
intestinale. Mais avant de passer il Implication, il nous faut 
mentionner une experience qui nous semble la cie de cette 
enigme, et que nous avons decrite dans notre travail sur les 
acetogenes 1 ). Nous avons, en effet, trouv6 que lorsque le 

1) Centralal. f. Bakt., I. Abt., Orig., Bd. 59, 1911. 
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Bac. bifidus ou on bac. acetogkne quelconque est mis en sym- 
biose avec le Bac. coli ou le Bac. perfringens, ces derniers se 
d 4 veloppent d’abord largement, puis le Bac. bifidus ou l’ac6to- 
gkne present se dkveloppe d’une fa$on intense k son tour 
et finalement reste le vainqueur. Le Bac. coli et le Bac. 
perfringens aprfes leur attaque violente sur les sucres, pro- 
duisent par eux-mgmes une telle quantity d’aciditk incompa¬ 
tible avec leur activity vitale. Au contraire, les ac6togknes en 
g£n£ral r6sistaient k une acidity trks 61 ev 4 e et continuaient 
k attaquer les sucres qui restaient, en produisant des acides 
en plus, qui formaient ainsi un milieu que leur vitality tolere 
trks bien. Dans nos experiences sur l’intestin il s’est pass6 
un ph6nomkne semblable. En effet, nous avons 6tabli que 
au fur et k mesure que la dose de sucres augraentait le Bac. 
coli et le Bac. perfringens disparaissaient plus vite. Quand 
les doses des sucres 6taient minimes, ces bacilles dominaient 
le processus de putrefaction et ils restaient actifs, tandis 
que k hautes doses ils disparaissaient trks vite. Ce fait 
nous permet d’expliquer aisement l’hypothese que nous avons 
etablie auparavant. En effet, une petite proportion de sucres 
attaquee par ces microbes ne permet pas de produire 
une haute proportion d’acide dangereuse pour leur exi¬ 
stence et elle agissait comme un stimulant au contraire. 
D’autre cot£, les acktogknes ne trouvent pas dans ces condi¬ 
tions la nourriture propre k leur dkveloppement, car les sucres 
ktaient entitlement detruits. — De plus on doit pas perdre 
de vue que le Bac. coli et le Bac. proteus, quand ce dernier 
existe, sont les pr£dominants dans une fiore intestinale 
d’homme adulte, ainsi ce sont eux qui sont destines k se 
servir d’abord de la bonne nourriture que nous ajoutons, 
comme, par exemple, les sucres. 

Nous insistons encore sur ce fait que nous avons constate, 
que m§me dans les diff£rentes parties du mSme gros intestin, 
les changements de la fiore apres l’inoculation des mkmes quan¬ 
tity de sucres, etaient diff6rents et cela est dfi k ce que, 
dans les differents segments du gros intestin la fiore est 
quantitativement diff6rente. 

En outre, la putrefaction est arret£e k la condition qu’ils 
existent des microbes producteurs de certains acides. Fait 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Sur la putrefaction intestinale. 


447 


important, ni le Bac. coli, ni le Bac. perfringens qui pro- 
duisent des acides et pr^dominent dans la flore des morceaux 
d’intestin en putrefaction, quand on injecte des sucres en 
petites doses, sont capables d’empecher une putrefaction dans 
l’intestin. Ces faits parlent contre Thypothfese deBienstock 
sur Taction empechante du Bac. coli. 

Nous etions ainsi conduit k etudier de plus pr£s cette 
question, car nous avons observe que des doses trfcs faibles 
de sucres, parfois 5 % a ete capable d’arreter la putrefaction 
dans Tintestin de Tenfant. L’intestin sentait agreablement 
l’acide acetique. Ainsi les 6checs dans les essais sur Tintestin 
de l’adulte peuvent etre dfis au fait qu’ici la flore du debut 
est de beaucoup plus complexe et que beaucoup de microbes 
qui resistent k une acidite m&me trfcs 61 evee, donnent des 
produits qui ne sont pas du tout capables d’empecher la 
putrefaction. Exemple typique: ce Diplobac. irregularis trfcs 
resistant aux acides, bbte constant de la flore intestinale, que 
nous avous deceiee k la fin de chaque processus de putre¬ 
faction et qui donne des produits pas du tout empechants 
pour les microbes de la putrefaction. 

Nous avons alors conduit des experiences pour nous 
assurer quelle etait la difference de reaction entre la flore 
de l’adulte et celle de Tenfant. 

Nous avons r6pet6 les memos experiences d’auparavant 
sur Tintestin d’enfant mort de maladies qui n’ont rien affaire 
avec Tintestin et avec des intestins d’enfants morts de diarrhee 
verte. On ne pourrait pas nous faire ainsi Tobjection d’avoir 
choisi pour nos experiences seulement des intestins, dont la 
flore intestinale etait normale. 

La conclusion en est que dans tous les cas, quand il 
s’agissait d’intestins d’enfants normaux, l’inoculation de solu¬ 
tions sucres & 3 , 4 ou 5 % 6tait suivi par une reaction du 
cote des microbes acetogdnes, qui formaient presque une 
culture pure. 

Dans les intestins, dont la flore etait trfcs mauvaise, avec 
des solutions de sucres k 7 %, il a eu, dans 2 cas la reaction 
acetique, dans d’autres cas il y avait la reaction butyrique. 

Il fallait s’assurer ensuite par quel mecanisme la putre¬ 
faction etait arretee. D£s que nous avons trouve dans nos 
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experiences r£lat 4 es plus haut que les microbes du groupe 
des acgtoggne sont ceux qui empgchent cette putrefaction et 
que nous savons d’autre cote que cette action est due aux 
produits que ces microbes forment en dedoublant les sucres, il 
nous est facile done d’expgrimenter sur ces produits isoles. 

L’ensemble de ces faits nous conduisait k etudier d’abord 
l’action de certains acides sur la marche d’une putrefaction, 
ensuite la quantite necessaire de ces acides pour empgcher 
une putrefaction. 

Mais avant tout il est bien necessaire de dire des ex¬ 
periences de Tissier et de Mar telly 1 ). Ces auteurs trou- 
v£rent que la dose minima pour empgcher la putrefaction de 
la viande de boucherie est de 10 °/ 0 . 

Nous nous sommes adresse principalement k l’acide aeg- 
tique et l’acide lactique. Le premier on le sait est produit 
par les microbes de la flore intestinale appeies par nous aeg- 
toggnes et qui forment la flore predominante de l’enfant au 
sein maternel; le deuxi&me, on le sait, a des proprietes anti- 
putrides et il se trouve aussi dans les produits de meta- 
bolisme de ces microbes. 

La premiere experience etait avec l’acide lactique k 1% (8 ccm). 
Aprks 24 heures la reaction etait neutre. Aucune difference avec la flore du 
morceau de l’intestin temoin. 

Acide lactique k 2 °/ 0 . 20 ccm. Odeur desagreable. Reaction 
alcaline comme le temoin. Microbes en petite quantite. Le Bac. coli est 
predominant Aprks 3 jours la reaction est encore alcaline, odeur trks 
fade, mais non de putrefaction. Il y a des bac. butyriques et du Bac. coli. 
Aprks 9 jours la reaction devient alcaline, le morceau est fragile, le Bac. 
pu trificus est en culture pure, il y a en outre du staphylocoque. 

Ac. lactique k 4%• 20 ccm. Reaction acide, odeur mauvaise de 
putrefaction. Il y a beaucoup de bac. coli, une levure, des acetogknes en 
petites proportions et en mauvaises conditions. 

Aprks 3 jours la reaction devient alcaline et il y a Podeur de putre¬ 
faction. Les microbes existants sont le bac. coli, streptocoque, bac. buty- 
rique, quelques rares acetogenes. Aprks 9 jours la putrefaction est horrible, 
le Bac. putrificus coagulant est en culture pure avec le staphylocoque 
liquefaciens. 

Acide lactique k 6%* 15 ccm. Aprfes 24 heures reaction trks 
acide, il ne sent rien, tandis que le contr61e sent horriblement la putre¬ 
faction. Microbes rares; les acetogknes sont predominants mais aprks 
72 heures le morceau etait compl&ternent fragment^. 

1) Annales Institut Pasteur, 1902. 
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Acide lactique k 10% 8 %. 10 ccm. La reaction devient 

extr&mement acide, mais le morceau commence k se fragmented Aprks 
72 heures il devient comme une booillie. Les preparations montrent des 
formes en souffrance de Bac. bifidus. 

Les intestins d’adulte ou d’enfant se sont comportes de la m&me 
manifere vis-k-vis de cet acide. 

Ces experiences nous montrent, que l’acide lactique 
jusqu’it 4 % no peut pas empScher une putrefaction, d’autre 
cdte nous avons vu qu’& dose plus eievee il est capable de 
fragmenter la paroi intestinale du morceau que nous mettions 
k putrefier. 

Bien autres sont les choses avec l’acide acetique. 

Acideacetique8%. 15 ccm. Beaction acide. Aprfcs 18 heures, 
la flore est compos4e d’ac&ogfcnes et de coccis. L’ensemencement nous 
donne une seule colonie de Bac. coli; qui apr&s 3 jours est complktement 
absent. La flore acltogkne est alors complfetement 4tablie. Aussi aprks 
24 heures que les tubes d’ensemencements sont rest4s k l’4tuve, en faisant 
passer l’eau de condensation sur la couche de g41ose et en remettant ces 
mgmes tubes k 37°, il n’y a pas une seule colonie de bac. coli. 

Aprfes 9 jours, reaction encore acide. Microbes en rares exemplaires. 

Acide acetique 5%. Le meme que dans l’exp4rience pr4cMente. 

Acide acetique 4%. 10 ccm. Aprfes 24 heures reaction acide, 
le Bac. coli dans l’ensemencement existe seulement dans l’eau de conden¬ 
sation de la g&ose in din avec beaucoup de coccis et quelques bac. sporo- 
gknes. Aprt-s trois jours la reaction est encore acide, il n’y a plus de Bac. 
coli. mais beaucoup d'acetogides et il parait y avoir des bac. butyriques. 

Entre les produits de metabolisme de ces microbes il y 
a aussi l’acide formique et valerianique. Ces acides it la dose 
de 15 % n’ont eu aucune action empgchante. 

Il resulte de ces experiences que l’acide acetique et 
lactique doivent Stre employes au moins k 6% pour deter¬ 
miner une action empechante vis-k-vis de certaines microbes 
de la flore intestinale; mais il semble d’autre part que l’acide 
lactique est capable de fragmenter la paroi intestinale. De 
ce que nous venous de relater, il resulte avec toute evidence 
que ces acides dans certaines proportions sont capables 
d’arrSter une putrefaction et meme d’exercer une action 
disinfectante, comme est le cas des acides acetique et lactique 
k 8 et k 10%. 

En comparant ces r 4 sultats avec ceux obtenus avec les 
sucres, il est clair, selon nous, comme nous avons deji dit, 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



450 


A. Distaso, 


Digitized by 


qu’il faut 3 conditions pour atteindre ce but: 1“ existence des 
microbes producteurs de ces acides; 2 me quantity de sucres 
assez 61ev6es pour permettre aux microbes producteurs de 
ces acides de trouver la nourriture n4cessaire et de l’em- 
porter sur les autres et de s’installer d4finitivement pour jouer 
leur r61e empechant; 3 me il est n4cessaire un certain degre 
d’acidite pour que la putrefaction soit arret4e dans sa marche. 

Nous avons vu dans les experiences precedentes que les 
acetog4nes, microbes normaux de la flore intestinale et forts 
producteurs d’acide acetique, etaient capables d’empecher une 
putrefaction. II fallait nous assurer si un microbe producteur 
d’acide lactique et etrange 5, la flore intestinale est capable 
de s’acclimater dans l’ambient intestinale et de deployer son 
action bienfaisante. 

Nous avons choisi pour cette serie d’exp6rience le bacille 
bulgare, qui n’existe jamais dans la flore normale de nos pays, 
qui est un fort producteur d’acide lactique et qu’on emploie 
dans le but therapeutique. C’est ainsi que nous avons pris 
un coecum d’un enfant mort de diarrh4e infantile et nous 
avons injecte du glucose & 4 % et dans le meme temps 
une pipette de culture pure de bac. bulgare en lactoserum. 
Aprfcs 48 heures la reaction est fortement acide, l’acetogene 
est en culture pure, 6parpilie dans les preparations on trouve 
du bac. bulgare que nous isolons d’ailleurs. II y a telle 
quantite d’acetogenes qu’ils poussent meme, chose rare, sur 
la geiose ordinaire inclinee. Done il est prouv6 avec les 
resultats de cet ensemencement que le Bac. coli et le coccis 
sont an4antis par la poussee des acetogfcnes et du bac. bulgare 
en presence de quantite de sucres incapables par eux memes 
d’avoir cette action. Aprfcs 72 heures les preparations mon- 
trent beaucoup plus de bac. bulgare, il est done bien vrai- 
semblable qu’il s’est multiple. Mais le morceau d’intestin se 
reduit & une bouillie et se desagrfcge. Dans cette bouillie, 
aprfcs six jours, il y avait une grande quantite de bac. bulgare 
encore, bien qu’il prenait la couleur par place seulement. 

Il fallait naturellement r4peter les experiences sur l’inte- 
stin de l’adulte apres avoir constate plusieurs fois les dif¬ 
ferences entre ce processus et celui qui se passe dans l’intestin 
de l’enfant. 
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Nous prenons ainsi un intestin d’adulte, nous le coupons 
en diffSrentes parties et nous y ajoutons des sucres en solution 
k 10 % avec 2 c. c. d’une culture pure de bac. bulgare. D’abord 
le bac. bulgare se reproduisait trfcs bien, comme s’il 6tait le 
seul k pousser dans cet ambient. (On voyait seulement quel- 
ques rares entdrocoques.) Ensuite toutes les autres formes 
de la flore intestinale disparaissaient et apr&s 4 mois il est 
en culture pure et le milieu est encore extremement acide. 
Pourtant il semble mort, car nous n’avons pas pu le cultiver 
de ce milieu aprfes ce temps-liL 

De ces observations rdsulte: l er qu’un microbe dtranger 
k la flore intestinale peut s’acclimater dans le gros intestin de 
l’homme adulte, 4 condition, naturellement, qu’on lui donne sa 
nourriture; 2 me qu’un microbe, comme c’est notre cas ici, 
producteur d’acide lactique, est capable dans ces conditions 
d’empecher une putrefaction; 3 me de ddtruire tous microbes 
qui se trouvaient d6j& dans l’intestin. 

Dans une deuxieme s4rie d’expdriences faites de la m£me 
mani£re et avec un intestin d’enfant, oil il y avait du Bac. 
proteus, ce dernier microbe existant encore apr£s 24 heures, 
disparu ensuite. Les ensemencements £taient fails tr£s large- 
ment. Le bac. bulgare s’£tait, aussi dans ce cas, install^ et 
multiple. 

Cette observation est des plus int£ressantes, car jamais 
avec des sucres seulement il nous a 4t6 possible d’an£antir 
le Bac. proteus. 

Il nous reste encore ^ savoir si on peut arr£ter une 
putrefaction quand elle est d4j& arriv6e & son maximum 
et par quel m£canisme elle s’arr£te. Nous sommes partis 
dans ces essais, de l’id£e de Liebig qui soutenait qu’une 
putrefaction, quand elle a commence, ne s’arrete jamais. 
A ce propos nous avons fait plusieurs experiences. Nous en 
donnons ici quelques-unes: Un morceau d’intestin oil le Bac. 
putrificus coagulans avait d4j& fait son apparition est injecte 
avec 15 c. c. de lactose k 3 %• Apr£s 24 heures les prepara¬ 
tions montrent que l’enterococoque est devenu predominant, 
la reaction devient faiblement acide. Mais la quantite du bac. 
putrificus n’a pas diminue du tout. (Ici le Bac. coli etait d£j& 
disparu.) Apr£s 6 jours la reaction devient alcaline. La flore 
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est compos£e de Bac. putrificus coagulans et de coccis et sa 
marche est comme dans le t6moin. Cette experience montre 
qne l’enterocoque n’est pas capable d’arrfiter nne putrefaction 
et qne l’acidite seulement n’est pas la condition vonlne pour 
prodnire ces effets, mais cette fonction appartenant & certains 
addes et k la quantite qui s’en produit. 

La m§me experience faite avec nne appendice de chien 
donne des resultats semblables. 

L’antre experience que nous avons faite est la suivante. 
Apr£s 2 jours de putrefaction dans un bout de coecum 
on injecte d’abord 10 c. c. de lactose k 3%. La reaction 
devient acide, les coccis deviennent les predominants, les Bac. 
putrificus et le Bac. perfringens sont tr&s rares; mais il y a 
beancoups de spores. La production de gaz est enorme, on 
sent l’acide butyrique. Aprfes 7 jours on injecte encore 
10 c. c. de lactose k 10 %• L’odeur d’acide butyrique se fait 
plus intense. Les coccis sont presque les seuls microbes 
existant avec le Bac. perfringens. 

Deux jours aprfcs cette derntere injection, la reaction 
devient alcaline et la putrefaction est plus horrible que dans 
le t£moin. Nous avons observe la mSme chose avec un 
estomac de chien. 

L’autre observation est la suivante: 

Nous avons injecte dans un intestin de chimpanse 2 fois, 
it 2 jours d’intervalle et ensuite 2 autres fois k 4 jours d’inter- 
valle des solutions de lactose & 5%, mais la putrefaction 
malgre cette quantite de lactose (40 c. c.) a marchee comme 
chez le temoin. 

Nous avons etendu & l’homme les experiences sur les 
animaux, quand nous avons pu nous procurer du materiel. 

Aussi des morceaux ayant servi k d’autres experiences, 
au moment oil le Bac. putrificus s’etait developp6 dans toute 
sa vigueur, etaient injectes avec une solution de glucose 
k 20% 

Apr&s 24 heures, la reaction d’alcaline qu’elle etait, devient 
acide, et le petit Diplobac. irregularis, le streptocoque se sont 
beaucoup developpes. Aprfcs 8 jours on retrouve les m§mes 
choses mais l’odeur butyrique est plus intense. Ensuite la 
putrefaction marche comme d’habitude. 
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Digne de remarque est le cas suivant: 

Nous 6tions dejh k la premiere phase de la putrefaction, 
quand nous injectons du glucose k 10% en ayant enlevd 
pr6alablement l’huile dont nous avons parie et lave le morceau. 
La reaction devient neutre. Aprfes 24 heures il y a une 
poussee de coccis, l’odeur n’est pas si mauvaise qu’auparavant. 
Aprfcs 48 heures l’odeur butyrique est trfcs dvidente, nous 
injectons encore du glucose k 15 %• Apr£s 24 heures de 
cette injection le Diplobac. irregularis existe et la reaction est 
acide. 24 heures aprfcs cette deratere operation, on injecte 
en plus 6 c. c. de culture de bac. bulgare en lactoserum. 
L’odeur devient acide, il y a des coccis, du petit Diplobac. 
irregularis et du bulgare, mais il se presente souvent colore 
par points, aussi aprfes 3 jours de cette dernifere injection on 
voit du bac. bulgare encore, la reaction est acide et le 
morceau est en bon etat et semble frais. 

L’autre experience etait la suivante: dans un morceau 
d’intestin dont la marche etait arrivee k l’etappe de la culture 
pure du Bac. putrificus coagulans nous injectons du glucose 
k 20 % et de 5 c. c. de bac. bulgare en lactoserum. La 
quantite d’acide produite etait extraordinaire, la putrefaction 
s’est arrStee k cause du grand developpement du bac. bul¬ 
gare et de l’acidite que ce microbe a produit Nous avons 
encore dans le laboratoire un bocal contenant cette putre¬ 
faction arrdtee. 

Nous croyons que ces experiences faites dans de trfes 
mauvaises conditions pour le bac. bulgare et avec un milieu 
oh s’etaient accumuies les poisons des microbes de la putre¬ 
faction, il a ete possible, gr&ce & la nourriture appropriee, 
de regenerer ce milieu putrefie. 

Un microbe done, pourvu qu’on lui donne la nourriture 
convenable, doit toujours pousser et dominer le tableau de 
la flore intestinale, gr&ce au milieu qu’on lui ere. Chose 
plus remarquable ces experiences montrent, avec toute evi¬ 
dence, que quand les microbes acetogfenes sont disparus, il 
n’est plus possible par les coccis ou par les autres microbes 
de la flore intestinale d’arrSter une putrefaction dans l’intestin, 
quoique ils produisent des acides. 

Zdttebr. f. lmmanitltsfonchaag. Orig. Bd. X1IL 30 
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Ces experiences, comme celles relatives it l’inflnence des 
sucres, gtaient repgtees maintes fois, toujours avec les mfimes 
rgsulats. 

De ces derniferes experiences il se d4gage, que les sucres 
sont capables, il est vrai, d’arrSter une putrefaction intestinale 
dejk commencee, mais cet arret n’est que temporaire. Ensuite 
avec la destruction des acides, la marche prend son chemin 
normal. Il 7 a done des acides empechants et des acides 
putr4fiants. 

En outre ces experiences nous donnent des renseignements 
trfcs precieux sur la disparition de certains microbes et sur 
leur proprietes. 

En effet, le Bac. coli apr£s avoir produit les premieres 
phases, disparait en presence aussi de sucres. Au contraire, 
d’autres microbes 7 persistent comme e’est le cas de ceux 
appartenants au groupe du Rodella III, du groupe du Bac. 
gazogenes parvus, de l’ent4rocoque, du streptocoque, du 
staph 7 locoque, de certains acido-toierants, qui sont reduits 
seulement it vie latente et ils peuvent jouer un rdle des 
que le milieu leur devient favorable, mais leurs produits de 
metabolisme ne sont pas capables d’empecher une putrefaction. 
Exemple t 7 pique: les cas oh apres l'injection des sucres le 
microbe predominant devenait l’enterocoque et pourtant apres 
un certain temps l’acidite etait neutralisee et la putrefaction 
marchait de la mgme maniere. En est ainsi des microbes 
producteurs d’acide butTrique. 

Aussi le bac. bulgare est capable de s'installer en depit 
des produits tres toxiques de la putrefaction et il ne les 
craint pas. 

En outre il semble qu’une petite quantite des sucres est 
comme un stimulant de la putrefaction. 

Action des purgatives sur la flore Intestinale. 

Nous devons encore relater des experiences que nous 
avons faites en injectant dans l’intestin des purgatifs et des 
soi-disant disinfectants intestinaux, pour nous rendre compte 
des changements de la flore du gros intestin. 
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II ne manquait pas d’exp^riences sur ce sujet. 11 me suffit 
de citer les travaux de Strassburger (Zeitschr. f. klin. 
Med., T. 48, 1903) qui trouva que en ing6rant la naphtaline 
en quantity telle qu’elle pouvait communiquer l’odeur aux 
selles, les microbes intestinaux augmentaient au lieu de 
diminuer. 

II trouva que le tannacol est parmi les soidisants disin¬ 
fectants le senl capable de faire diminuer les microbes 
intestinaux. 

D’un autre cote Cohendy 1 ) trouva que le thymol ing6r6 
k la dose de 9 k 12 g par jour, fait diminuer de 13 fois le 
nombre des microbes. AprSs ces experiences pourtant il 
restait encore k savoir qu’elles espSces microbiennes apparais- 
sent k la suite de Introduction de ces substances dans le 
tube digestif et qu’elle 6tait la transformation de la flore 
intestinale par suite de leur presence, car on sait & l’heure 
actuelle que les purges salines agissent sur le gros intestin 
seulement. 

Nous avons injects 18 c. c. de solution saturSe de sulphate 
de magnSsie. AprSs 24 heures la reaction devient alcaline, la 
piSce est ballonSe. La flore Gram-negative est la predomi¬ 
nant#, k c6te on voit du Bac. perfringens et du bac. Rodella III. 
Dans cet intestin il y avait du Bac. proteus, qui ne dis- 
parait pas. 

La puanteur et l’alcalinite augmentent toujonrs. Apr&s 
6 jours il y a une Snorme quantite de spores: signe evident 
de l’activite extraordinaire, dont il est siSge le morceau. Ces 
rSsultats obtenus dans l’intestin d’un adulte sont les mSines 
que ceux obtenus avec l’intestin d’un enfant. 

Dans un autre intestin d’enfant mort de la diarrhee in¬ 
fantile, c’est en injectant le sulphate de magnSsie que j’ai 
isoie le Bac. pyocyanique, tandis que dans le tSmoin cela 
etait impossible. 

Le calomel donne les m§mes reactions. Cette substance 
n’a aucune action detruisantes sur le Bac. proteus. 


1) In Metschnikoff, Ball, de l’Institut Pasteur, 1902. 
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Nous sommes arrives ainsi & etudier l’action des des- 
infectants intestinaux. Le choix est tombe sur le (3-naphtol, 
salol et le tymol. 

Nous injectons dans un morceaux de gros intestin 
10 c. c. d’une solution satur4e de {3-naphtol. Ce morceau 
et le moins puant, la reaction devient alcaline. La flore 
Gram-negative est tr5s abondante, l’ent6rocoque se presente 
en belles chaines. On voit aussi un microbe k baguette de 
tambour qui ressemble au Rodella III. Aussi cette substance 
n’a aucune action detruisante sur le Bac. proteus. Celui-ci 
se d6veloppe et poursuit son euvre. Mais dans cette premiere 
experience la substance inject£e 6tait en quantity trfcs grande. 
Aussi nous avons r£p6t6 l’experience en injectant la quantity 
prescrite par la Pharmacop6e officielle. La putrefaction etait 
horrible et il semble de toute evidence que cette substance 
n’a aucune action empSchante sur la marche d’une putre¬ 
faction. 

M£me le salol n’a aucune action sur la putrefaction et 
donne les m&mes reactions sur la flore intestinale que le 
P-naphtol. Quant au thymol les experiences ont ete faites en 
injectant une grande quantite de cette substance et les qnan- 
tites prescrites par la Pharmacopee officielle. 

Aprfcs 24 heures dans les deux cas la reaction etait alca¬ 
line, le Bac. proteus subit une telle action d’arr&t qu’il se 
presente sur la geiose seulement aprfes 48 heures, tandis que 
dans le temoin les tubes en etaient remplis. L’ensemencement 
aprfcs 3 et 6 jours donne une culture negative pour le Bac. > 
proteus. 

II y a plus: Dans le cas d’un intestin d’enfant, m§me 
le Bac. coli n ’etait pas isolable sur la geiose ordinaire inclinee 
aprfcs l’introduction du thymol. 

Si nous essayons de tirer des conclusions de ces experi¬ 
ences, nous pouvous bien affirmer que les purgatives ont one 
action trfes nette: ils font pousser les microbes putrefiants par 
le milieu alcalin qu’ils preparent. 

Done les purgatives et les desinfectants agissent en portant 
un desquilibre dans la flore intestinale, mais surtout ils n’arr£tent 
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pas la putrefaction; au contraire par la reaction alcaline 
qu’ils donnent lieu ils font pousser des microbes comme le 
bac. pycyanique qui est toujours en petite quantite dans la 
flore intestinale. 

Parmi les desinfectants intestinaux habituellement em¬ 
ployees le thymol seul s’est trouve capable d’une action d6- 
truisante vis-it-vis des microbes putrefaction. II a ete capable 
de diminner l’activite du Bac. proteus dans tous les cas et de 
1’aneantir dans nn seul cas. Les autres desinfectants employes 
n’ont eu aucnne action d’arrSt sur les microbes de la putre¬ 
faction. 


Zusammenfassung. 

Wir konnten zunfichst die Tatsache feststellen, dafi, wenn 
man in den Dickdarm gewisse Stoffe einftihrt, die ihm im 
normalen Zustande fremd sind, die Flora derart reagiert, dafi 
die in dem Dickdarm sich befindenden Darmbakterien eine 
ganz besondere Kraft und Aktivitat erlangen. Dieses Bild 
der Dickdarmflora finden wir in alien den Fallen wieder, in 
denen in den Dickdarm Stoffe gelangen, die von den Magen- 
darmsaften nicht angegriffen werden. 

Wir haben auch festgestellt, dafi die Zucker allein nicht 
immer die Darmfaule verhindern kflnnen. Sie besitzen diese 
Fahigkeit nur dann, wenn sich in dem Dickdarm gewisse 
Bakterien aus der Gruppe der Acetogenen l ) befinden, die hem- 
mende Substanzen zu erzeugen vermOgen. Die Zuckermengen, 
welche diese Wirkung hervorrufen, schwanken je nach der 
Menge der Bakterien der genannten Gruppe. Den Beweis 
hierfflr finden wir in der verschiedenen Reaktion der Dick¬ 
darmflora beim Kinde und bei Erwachsenen. Man kann nam- 
lich mit 5 Proz., 8 Proz. Oder 10 Proz. Zucker sehr leicht die 
Zersetzung in dem Darm des Kindes verhindern, wahrend 
das beim Erwachsenen nicht immer selbst mit Dosen von 
30 Proz. gelingt. Zur Erklarung dieser Tatsache sei darauf 
hingewiesen, dafi die Darmfiora des Kindes bekanntlich eine 
grofie Menge von acetogenen Bakterien enthait, wahrend die 


1) Distaso, Centralbl. f. Bakt., I. Abt, Orig., Bd. 59, 1911. 
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Darmflora des Erwachsenen fast frei davon ist Diese hem- 
mende Wirkung wird durch die Sfturen hervorgerufen, welche 
die genannten Bakterien entwickeln und welche ein fflr das 
Wachstum der anderen Bakterien der Darmflora sehr un- 
gttnstiges Milieu schaffen. Wir haben den Sfturegrad festge- 
stellt, welchen die genannten Bakterien erzeugen mflssen, um 
eine hemmende Wirkung hervorzurufen. Die Versuche, welche 
wir mit Essig- und mit Milchsfture gemacht haben, die die 
einzigen hemmenden Sfturen und die hauptsftchlichsten Pro- 
dukte dieser hemmenden Bakterien sind, fflhrten zu dem 
Resultat, daB der erforderliche Sfturegrad mindestens 6 Proz. 
betragen mull. Da sich in dem Dickdarm keine Milchsfture- 
bakterien finden, wie wir dies in frfiheren Arbeiten festgestellt 
haben 1 ), so mullte zunftchst konstatiert werden, ob ein Milch- 
sfturebakterium wie der Bacillus bulgaricus erstens sich in 
den Fftulnisprodukten anzusiedeln und seine hemmende Tfttig- 
keit zu entfalten vermag, zweitens ob er, der der Darmflora 
fremd ist, allein unter gleichzeitiger Vernichtung der anderen 
Bakterien zu wachsen vermag. Unsere Resultate beweisen, 
daB diese Bakterien sich ansiedeln kdnnen, vorausgesetzt, daB 
man ihnen ein fflr ibre Entwicklung gflnstiges Milieu gibt und 
daB sie, wie das auch zu erwarten war, die Fftulnisprozesse 
verhindern kdnnen. Ja noch mehr, sie vermdgen sogar eine 
Fftule in jedem Stadium anzuhalten. Dann haben wir noch 
festgestellt, daB es fftulnisverhindernde Sfturen gibt und Sfturen, 
die von Fftulnisbakterien ergriffen und umgewandelt werden. 
Wir kennen zwei Sfturen, die die Fftule zu verhindern ver- 
mogen: die Essigsfture und die Milchsfture. 

Endlich haben wir versucht, uns Rechenschaft zu geben 
fiber die Tfttigkeit der Purgantien und der sogenannten Darm- 
desinfizientien. Aus unseren Versuchen geht hervor, daB diese 
therapeutischen Mittel, anstatt den FftulnisprozeB zu verhindern, 
ihn vielmehr befdrdern, denn sie geben dem Darminhalt eine 
ftuBerst starke alkalische Reaktion, die den Fftulnisbakterien 
gflnstig ist. Das Thymol scheint jedoch eine gewisse Hem- 
mungseigenschaft zu besitzen, wenigstens im Beginn. 


1) Distaso, Centralbl. f. Bakt., I. Abt., Orig., Bd. 59, 1911. 
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Ueber die Vorgfinge der Darmffiulnis aufierhalb des Or- 
ganismns baben wir Untersuchungen angestellt, fiber die wir 
im einzelnen demnfichst berichten wollen. Es war mir un- 
mbglich, bei meiner ersten Arbeit, da wo ich von den Ffiulnis- 
bakterienarten spreche, eine genaue Definition derselben zu 
geben, denn es erschien notwendig, weitere Anbaltspunkte zu 
erhalten, nm sie nfiher zu bestimmen. Ich stfitze mich also 
bei Bestimmung genannter Arten auf drei Hanptpnnkte: 

1) ihre Produkte in vitro, in Kulturmilieus und in 
Reinkultur; 

2) ihre Gegenwart in gewissen Phasen der Ffiule und 

3) ihre F&higkeit, Sfiuren bei Gegenwart von Zucker zu 
bilden, jedoch vermdgen diese Produkte die Ffiule nicht zu 
verhindern. 

Aufierdem kommen, abgesehen von den Acetogenen, alle 
anderen Bakterien der Dickdarmflora wfihrend der Ffiule der 
Darmkanalwand vor und gedeihen innerhalb derselben. Man 
findet sogar solche, welche wie die Streptokokken mit den 
stfirksten Ffiulnisbakterien gedeihen. Wir haben im Verlaufe 
dieser Arbeit gesehen, dafi alle diese Bakterien selbst, wenn 
man enorme Dosen von Zucker in den in Ffiulnis befindlichen 
Teil des Darmes injiziert, nur zeitweilig eine Sfiurereaktion 
hervorriefen, die trotzdem die Ffiule nicht verhindern konnte, 
denn der Ffiulnisprozefi wurde wohl einige Tage aufgehalten, 
um dann wieder seinen gewfihnlichen Verlauf zu nehmen. 
Unsere Versuche gestatten uns also, alle diese Bakterien als 
Ffiulnisbakterien (putr6fiants) zu betrachten, die jedoch nicht 
unbedingt eine Ffiule herbeiffihren mfissen. Wir lassen hier- 
bei ihre diastatische Wirkung ganz aufier acht. Sogar die 
Colibakterien mfissen als Ffiulnisbakterien betrachtet werden, 
obgleich Autoren, wie Bienstock, Tissier, ihnen eine 
gewisse hemmende Wirkung zuschreiben wollen, wobei sie 
sich auf Versuche in vitro stfltzen. Wir haben in unserer 
ersten Arbeit gezeigt, dafi, obgleich diese Bakterien in der 
ersten Ffiulnisperiode vorherrschend sind, sie nach derselben 
verschwinden. Im diesem Teile haben wir gesehen, dafi die- 
selben selbst bei Vorhandensein grofier Zuckermengen keine 
hemmende Wirkung hervorrufen. Sie besitzen sonach in der 
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Darmflora nicht die Eigenschaften, welche man ihnen zuge- 
schrieben hat. Was uns betrifft, so betrachten wir alle Bak- 
terien der Darmflora mit AusschluC der Gruppe der Aceto- 
genen als F&ulnisbakterien, d. h.: 

1) als Mikroorganismen, welche in Reinkultur in zucker- 
freiem Milieu ttbelriechende Produkte darstellen; 

2) welche sich stets in dem F&ulnisprozefl finden; 

3) welche selbst in Kontakt mit Zucker die F&ule nicht 
zu verhindern vermfigen. 

Die experimentelle Basis, auf welche sich diese Auffassung 
stfitzt, findet sich ausftlhrlich in den Versuchen dargestellt, 
fiber welche wir bereits berichtet haben. Darnach besteht die 
Darmflora aus 2 grofien Bakteriengruppen, den f&ulnisver- 
hindernden und den eigentlichen F&ulnisbakterien. Die ersteren 
stellen die vorherrschenden Bakterien der Darmflora des 
Eindes, die letzteren die beim Erwachsenen pr&dominierenden 
Bakterien dar. 

Nach diesen SchluBfolgerungen mfissen wir den Begriff 
der F&ule noch erweitern und versuchen, eine umfassendere 
Definition derselben zu geben als in unserer ersten Arbeit. 
Wir mfissen ferner annehmen, daft die Albuminderivate bis 
zum Pepton und selbst vielleicht bis zu gewissen Aminos&uren 
in F&ulnis untergehen, d. h. dafi sie in einfache Produkte 
fiberffihrt werden. Mit anderen Worten: es bestehen Grad- 
unterschiede in der F&higkeit der Bakterien, das reine oder 
ver&nderte Albuminmolekfil anzugreifen, aber nach Beendigung 
der Prozesse werden die Resultate in beiden Fallen sein, die 
betreffenden Substanzen bis in die einfachsten Produkte ab- 
zubauen. 
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Nachdruek verboten. 

[Aus dem Hygienischen Institute der Kbnigl. Tier&rztl. Hochschule 
zu Berlin (Direktor: Geh. Medizinalrat Prof. Dr. Frosch).] 

Die photobiologlsche Sensibilisierungstheorie 
in der Pellagrafrage. 

Von Otto Umnus. 

(Eingegangen bd der Redaktion am 6. Marz 1912.) 

In dem rastlosen Streben nach einer endgdltigen Er- 
kl&rung fflr die Entstehungsursache der Pellagra sind zahllose 
Theorien aufgestellt worden. 

Der Uebersicht wegen teilen wir die bedeutendsten 
Pellagralogen nach ihren Theorien am besten in folgende 
Gruppen ein: 

1) Die Zelsten. 

2) Die Toxikozelsten. 

3) Die Vertreter der bakteriellen Aetiologie. 

4) Die Vertreter der autotoxischen Aetiologie. 

5) Die Vertreter der toxischen Aetiologie. 

a) Die Vertreter der einfach-toxischen Aetiologie. 

b) Die Vertreter der sensibilisierend-toxischen Aetiologie. 
Die Zelsten (Hauptvertreter: L u s s a n a) fflhrten die 

Entstehnng der Pellagra auf alliment&re Insuffizienz des Maises 
znrdck, d. h. auf die Armut des Maises an stickstoffhaltigen 
Substanzen. Diese Annahme and andere fihnliche, nach der 
z. B. die Maisnahrung wegen schwerer Verdaulichkeit vom 
Kbrper nicht Oder nur wenig ausgenutzt werden kSnnte, 
warden experimentell widerlegt. Der gesunde Mais ist ein 
n&hrstoffreiches and sehr gut verdauliches Nahrungsmittel. 

Die Toxikozelsten (Lombroso, Gosio, Di Pietro, 
Ceni etc.) erklSrten anf Grund ihrer mannigfachen Versuche 
and klinischen Erfahrungen nur den unreifen oder verdorbenen 
Mais bzw. dessen Zersetzungsprodukte oder die auf solchem 
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Mais vegetierenden Hyphomyceten fflr gesundheitsschfidlich. 
Gesunder Mais wflre unsch&dlich. 

Die Vertreter der bakteriellen Aetiologie (Ma- 
jocchi, Cuboni) hielten gewisse, von ihnen mit besonderen 
Namen belegten Schizomyceten fflr die wahren Pellagraerreger. 
Die Bakterien erwiesen sich spflter als Eartoffelbaciilen (Palt- 
auf und Heider). 

Die Anh&nger der autotoxischen Hypothese 
(v. Neusser, De G i a x a) nahmen eine gastro-intestinale 
Intoxikatioo als Ursache an, ohne fflr ifare Behauptungen 
sichere experimentelle Belege erbringen zu kflnnen. 

Alle Forscher stellten sich, von der vflllig widerlegten 
Theorie der Zelfsten abgesehen, auf den Standpunkt, gesunder 
Mais w&re unschfldlich und nur verdorbener pellagrogen. Ganz 
besonders scharf schieden die Toxikozelsten zwischen gesundem 
und verdorbenem Mais und lieBen den gesunden aufterhalb 
ihrer sehr umfangreichen Studien. Gesunder und unsch&dlicher 
Mais waren fflr sie identische Begriffe. 

Erst in unserem Jahrhundert brach sich die Erkenntnis 
immer mehr Bahn, daft jede Maissorte, ob gesund Oder ver- 
dorben, toxische Substanzen enthalte, daft die Pellagra auf 
exogener Intoxikation beruhe (Sturli, Langstein, Bez- 
zola, Luksch, Ballner). 

Die Forschung nach dem im Mais pr&formierten Toxin, 
die mit groftem Eifer betrieben wurde, erhielt durch eine 
hochbedeutsame Publikation v. Tappeiners eine ganz neue 
Richtung. v. Tappeiner hatte eine eigenartige Wirkung 
fluoreszierender Farbstoffe entdeckt, die er Photodynamie 
nannte. Mit dieser Bezeichnung wird im wesentlichen derselbe 
Begriff, wie mit „photobiologischer Sensibilisation*, gekenn- 
zeichnet und zum Ausdruck gebracht, daft fluoreszierende 
Farbstoffe im Licht schadlich wirken, im Dunkeln nicht. Die 
Photodynamie beruht auf einer Art Sensibilisation, ist aber 
keineswegs mit der photographischen Sensibilisation identisch. 
Um MiBverstflndnissen vorzubeugen, nennen wir diese neu- 
artige Wirkung photobiologische Sensibilisation. 
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Die Entdeckung y. Tappeiners wurde von 4 Forschern 
(Hausmann, Lode, Horbaczewski, Raubitschek) 
gleichzeitig und unabhSngig voneinander auf die Pellagra zur 
ErkULrung ihrer Aetiologie flbertragen. 

Nach Hausmann soil die Pellagra dnrch ein Toxin ver- 
nrsacht werden, das der Sensibilisator (der gelbe Maisfarb¬ 
stoff) im Kdrper bildet. Der Sensibilisator wirke also nur 
mittelbar durch Produktion eines Toxins. Das Gift selbst 
werde vom Organism us gebildet, und der Farbstoff rege ihn 
zu dieser Bildung an. In dieser anregenden Wirkung liege 
die Sensibilisation. 

Lode halt nur gelben Mais infolge seines Gehaltes an 
gelbem Maisfarbstoff fflr schadlich, den weiBen Mais fflr un- 
sch&dlich. 

Nach Horbaczewskis Ansicht ware die Pellagra eine 
Intoxikationskrankheit, die aufler vom Maisfarbstoff vielleicht 
noch durch ein Toxin verursacht wflrde. 

Zu einem ahnlichen Resultat gelangte Raubitschek. 
Die im Mais vorhandenen Toxine waren alkohollosliche photo- 
dynamische (d. h. also nur im Licht wirksame) Stoffe. 

Zur Nachprtlfung der von Raubitschek und Horbac¬ 
zewski erzielten Resultate wurden in Anlehnung an ihre 
Versuchsanordnungen nachfolgende Experiments angestellt. 

Vorbemerkungen. 

WeiBe und graue Mause wurden toils mit gelbem Mais- 
mehl bester Qualitat, teils mit feinstem weiBen Maismehl Oder 
entkeimtem Mehl gefflttert 1 ). 

AuBerdem wurde ein unzweifelhaft pellagrogenes Mehl 
aus der Gegend von Mailand zu Kontrollversuchen ver- 
wendet. 

Alle geffltterten Maissorten und -produkte sind nach 
KQnig leicht verdaulich und enthalten samtliche Nahrstoffe 


1) Alle Einzelheiten sind aus den Tabellen ersichtlich. 
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in genfigender Menge nnd in kanm nennenswertem Unter- 
schiede zum Roggen nnd Weizen, wie sich aus folgenden 
Tabellen ergibt 1 ). 


Mehlerzeugnisse 

Was- 

ser 

0/ 

10 

Stickstoff- 

haltige 

Substanzen 

o/° 

Fett 

°/ 

/ 0 

Stickstofflreie 

Substanz 

Of 

‘o \ 

Roh- 

faser 

% 

Asehe 

0/ 

/ 0 

Weizenkorn 

13,37 

14,00 

1,98 

80.03 

1,90 

2,09 

Feinstes Mehl 

12,53 

11,93 

0,91 

86,66 

Spur 

0,50 

Grobes Mehl 

11,59 

17,12 

3,14 

76,83 

0,88 

2,03 

Roggenkorn 

11,74 

12,18 

1,94 

82,12 

1,66 

2,10 

WeiBmehl 

13,04 

9,18 

1.14 

88,47 

0,41 

0,80 

Schwarzmehl 

12,32 

17,12 

2,65 

76,75 I 

1,37 

2,11 

Kleie 

10,90 

17,94 

3,72 

68,56 | 

4.80 

4,98 

Ganzer Mais 

13,32 

9,86 

4.56 

68,58 

2,18 

1,51 

Maismehl 

12,99 

9,62 

3,14 

71,70 

1,41 | 

1,14 

Maisgriefi 

11,03 

8,84 

1,05 

78,04 

0,36 

0,68 

Teile des Mais¬ 
kornes: 

Schalen 

14,.50 

5.77 

1,41 

60.20 

16,85 

1.27 

Keim 

15,50 

16,34 

25,03 

32,83 

2,75 

7,55 

Kern 

| 12.50 

8,20 

1,35 

76,61 

0,65 i 

i 0,68 


Auffailig ist der hohe Fettgehalt des gelben Maises und 
bemerkenswert, dafi im Maiskeime fast das ganze Fett des 
Maiskornes enthalten ist. Schale und Kern bestehen zu etwa 
1 Proz. aus Fett, der Keim zu fiber 25 Proz. 

Diese einzige Abweichung von der chemischen Zusammen- 
setzung der fibrigen Cerealien kdnnte Anlafi geben, die Ursache 
der Maisvergiftung in seinem hohen Gehalt an einem vielleicht 
giftigen Oel zu suchen. 

Um diese Annahme zu widerlegen, wurde der entkeimte 
und damit zum grofiten Teile entfettete Mais geffittert (Ta- 
belle XIII). Bei alien Versuchen ist der Mais in Form der 
Polenta verabreicht worden. 

Die Polenta wurde aus MaisgrieB und Wasser in folgender 
Weise hergestellt: Zu einem Liter kochenden, gesalzenen 
Wassers werden 250 g gelbes Mehl genommen, welches ins 
Wasser getan und ca. 15 Minuten lang mit einem Holz- 


1) Konig, Untersuchungen menschlicher Nahrungs- und GrenuiJ- 
mittel. 
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16ffel gerfihrt wird. Das Verhftltnis zwischen Wasser und 
Mehl mufi auch bei groBeren Quantitfiten stets innegehalten 
warden 1 ). 

Eine bestimmte und von alien Forschern strong vor- 
schriftsgemafi auszufflhrende Herstellungsweise der Polenta 
scheint uns sehr geboten, weil bei willkfirlichen Zubereitungs- 
arten von vornherein Bedenken gegen die Beweiskraft der 
Versuche des einen Oder anderen entstehen konnten. 

Die grofie Quellungsf&higkeit des MaisgrieB gestattet die 
Herstellung einer sehr wasserreichen Polenta. Der unver- 
hfiltnismfiBig hohe Wassergehalt wiirde die Polenta zu einem 
unzureichenden Nahrungsmittel machen. Nicht alle Autoren 
haben genauere Angaben fiber die Zubereitung der Polenta 
gemacht Ranbitschek erwfihnt nnr, er habe die Polenta 
mit physiologischer Kochsalzlfisung zubereitet. 

Um bezfiglich des Salzgehaltes eine feste Norm innezu- 
halten, haben wir Wasser mit einem Zosatz von etwa 1 Proz. 
Salz verwendet und beobachtet, daB die Tiere so gesalzene 
Polenta sehr gern frafien. Die wasserreiche Nahrung ersetzte 
zngleich das Trinkwasser, das den Tieren in kleinen Glas- 
schalchen nur vorgesetzt zu werden brauchte, wenn sie 
wenig oder gar nicht frafien. Die Polenta wurde im Ueber- 
mafie geffittert, tfiglich etwa 10 g pro Maus. Die Futterreste 
wurden am anderen Tage entfernt und durch stets frisch be- 
reitete Polenta ersetzt. 

Als Kfifige dienten offene Glaszylinder, die oft gereinigt 
wurden, damit die Tiere stets reine Luft und ein trockenes 
Lager batten. Ganz besonders begfinstigt waren die Versuche 
von einem fast andauernd guten Wetter. Die Sonne schien 
fast jeden Tag und schon von 11 Uhr ab so intensiv, daB die 
Tiere in den Schatten gesetzt werden mufiten. Sie wurden 
dem Sonnenlicht nur bis 11 und nachmittags von 1 j i Q Uhr 
ab ausgesetzt Die einzelnen Versuche sind in nachfolgenden 
Tabellen zusammengestellt. Jede Tabelle enthfilt eine in sich 
abgeschlossene Versuchsgruppe. 


1) Nach einem Eezept der groBen Mailander Hapdelsfirma Unione 
CJooperativa. 
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Tabellen. 

I. 

Weifle Miiuse. Polenta aus gelbem Maisgriefl. Licht. Glaskafig. 


II III, IV V VII VII 


VIII 


IX 


I 


X 


<D 

B! 


o 


b© 


43 

O 

• M 
£ 
<y 

> bC 

t J 

a 


CJ 

s 


i 


s 

la 

3 b£ 


43 S 

1-gB 

s 

o 


.s 

fe 

3 

"S 

c 

JS 

,2 


B § 
5 a 
£ 2 
« S 

<£ 

l £ 

§QQ 

I § 

► 


Die wichtigsten 
Symptome 


Be- 


Sektionsbefund | merkungeD 


1. 6. VII. 


6. VE. 


10.VIIL 


7. 


8 . 


9. 


10 . 


20 7. VIII. 

I 


13 


21 

22 

19 

20 

25 


25 


25 


25 


25 


8. VIII. 

23. VII. 

20. VII. 

18. VII.! 

15. IX. 18 


13 

14 

10 

15 


17. IX. 


10. IX. 


10. IX. 


1. IX. 


17 


16 


20 


19 


32 


33 

17 

14 

15 

36 


38 


31 


21 


20. VII. 


24. VII. 
22. VII, 

20. VII. 
13. VII. 

22.V1II, 


24. VIII. 


22.V1II. 


31 28. VIII. 


30. VIII, 


Spur], Haarausfall 
am Kopf u. Riicken. 
Hyperiimie der Oh- 
reh. Lichtecheu. 
Erythem am Kopf. 
Apathie. Herab- 
setzung der Reflex* 
erregbarkeit. Pa- 
rese der hint Ex. 
tremitiit ToniBch 
klonische Krampfe. 
Kachexie. 
dgl. 

Apathie und Lahm-J 
ungserscheinungen 
dgl. 

Schwache, Appetit- 
mangel. 

Wie No. 1. 


Wie No. 1 u. Parese 
der vorderen Ex- 
trend ta ten. 

Haarausf. am Kopf, 
Nacken u. Riicken. 
Parese der Nach- 
hand. Letale 
Krampfe. Erythem 
am Kopfe. 

Wie No. 8. 


Hyperiimie der Oh- 
ren. Apathie. Pa¬ 
rese der Nachhand. 
Krampfe. 


Rotung der Diinn- 
darmschleimhaut | 
und Schwellung der 
Leber, Milz, N ieren. 
Blase gefiillt. 


dgl. 

negativ 


Enteritis haemor- 
rhagica. Stark ge« 
fiillte Mesenterial-1 
venen. Schwellung 
der Leber und Milz. 

Hyperamie des ganz. 
Darmes. Schwel¬ 
lung der blutgefuli- 
ten Nieren. 

Hyperiim. u. Schwel-| 
lung der Diinn- 
darmschleimhaut. 
Blutfiiile in den 
Mesenterialvenen. 

Wie No. 8 und 
Schwell. der Leberj 
und Milz. Blase 
gefiillt. 

Kopf, Hals u. Bmst 
angefressen. Darm- 
schleimhaut hyper- 
amisch. , 
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Weifie Mause. Polenta aus gelbem Maisgriefl. Licht. Glaskafig 
mit Abblendung. 


1.15. VIII. 24 14. IX. 20 30 3. IX. |Sehr geringer Haar- Hyperamie der 

ausfall am Kopf u. Baucheingeweide. 

Riicken. Sehwache. Blutflille in den 

Apathie. Hyper- Mesenterialvenen. 

amie der Kopfhaut Schwellung der 

und Ohrmuscheln. Milz am aas Drei- 

: Parese der hin- fache. Blase prall 

teren Extremitaten. gefiillt. 

Krampfe. 

. 15.VIII. 20 16. IX. 18 32 3. IX. dgl. dgl. 

20 26.VHI. 15 11 24. VIII. Lahmung der Ex- „ 

treraitaten. Hin- 
falligkeit 

4. [ „ 21 24. IX. 15 40 12. IX. Wie No. 1 Wie No. 1 

5. „ 22116. IX. 16 32 8. IX. Wie No. 3. negativ 


Weifie Mause. Polenta aus gelbem Maisgriefl, der 3 Wochen dem Sonnen- 
licht ausgesetzt war. Licht. Glaskafig. 


»vm. 17 30. 


10 31 


3.VIIL 15 14. 


16 14. 
20 18. 


25 1. 


6. IX. Geringer Haarausf. 
und Hyperamie am 
Kopf. Hyperamie 
der Ohren. Hin- 
falligk. Kachexie. 
Parese der Extre¬ 
mitaten. Krampfe. 


10 15 12. IX. Lahmungserschein- 

ungen. Appetit- 

mangel. Hinfkllig- 

keit. 

12 15 13. IX. dgl. 

14 19 17. IX. Geringer Haaraus- 

fall etc., wie No. 1. 

18 32 7. IX. Wie No. 1. 


Vermehrte Fliissig- 
keitsansammlung | 
imThorax. Rotung 
und Sch wellung der 
Diinndarmschleim- 
haut. Schwellung 
der Leber, Milz und 
Nieren. Blase ge-l 
fiillt. 
negativ 


Wie No. 1 

Wie No. 1 und starke 
Rotung der Glome¬ 
ruli in den gelblich 
verfarbten Nieren. 


Weifie Mause, Polenta aus gelbem Maisgriefl, vorbehandelt mit Sodalosung. 

Licht Glaskafig. 

Vereuch nach 7 Tagen abgebrochen. Nach 3-tagiger guter Fiitterung 
wurden die Tiere zu dem Versuch No. V verwendet. 


Digitized 


Go^'gle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 














468 


Otto Umnus 


V. 

WeiBe Miiuse. Licht. Glaskiifig. Polenta aus gelbem Maisgriefl, vorbe- 

handelt mit Salmiakgeist. 


1 

11 1 

III 

IV 

1 v | 

VI 

| VII 

1. 

26. VIII. 

25 

23. IX. 

18 

28 

3. IX. 

2. 

99 

24 

19. IX. 

18 

24 

2. IX. 

3. 

99 

25 

_ 

_ 

_ 

_ 

4. 

1 „ 

25 

— 

— 

— 

— 


VIII 

Appetitmangel, all- Duodenitis haemor-'Der Versuch 
gemeine Schwache rhagica wurde am 1. 

dgl. SchwellungderMilz. Oktober ab- 

Blase getullt gebroohen 

symptomlos 



a) WeiBe Miiuse. Licht. Glaskiifig. Polenta aus gelbem MaisgrieB. Oelfarbe. 

b) ,, n Dunkel 9 , „ „ „ , y „ 

c) „ „ Licht „ Gemischte Kost. Oelfarbe. 

d) „ ,, Dunkel „ 


W) 


8 2 ; fe 



•o s 1 i 

1 « 

| s 

Tod am 

I s 1 

11 -i 

6 


O 2.x 


Beeinn 

(les 

Haar- 


Starke des 
Haarausfalles 


Ausdehnung des 
Haarausfalles 


Be- 

merkungen 


1. 25.VIII. 20 23. IX. 14 


15 18. IX. 11 

16 20. IX. 12 


29 4. IX. Sehr starker Haar- Kopf fastkahl. Nak- Der Versuch 

ausfall u. Erytheme ken und Riicken wurde am 
ganz kahl 25. X. abge- 

24 3. IX. dgl. dgl. schlossen 

26 3. IX.,., 


1.125. VIII. 14i — — 


c ) , I 

1. 25.VIII. 16 


d) 

1. 25.VIII. 19 


- 8. IX. Geringer Haaraus- | Spiirlicher Haarver . 


fall 

— 10. IX. dgl. 

— 15. IX.[ „ 

— 4. IX. Geringer Haaraus- 

fall 

— 4. IX. dgl. 

— 6. IX. „ 


fust am Kopf und 
Rucken 


dgl., aber nicht am 

Kopf 


Sehr geringer Haar- Kaum nachweisba- 
ausfall rer Ausfall am Ruk- 

dgl. ken. Gleicht sich 

„ wahrend des Ver- 

suches wieder aus 
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VII. 

Weifie Mause. Licht. Glaskafig. Polenta ans gelbem Maisgriefi. Nach 14 Tagen im Dunkeln. 


Licht 


Dunkel 


o 

Z 

Beginn 

am 

601 
c 1 

x Tod am 

o 1 

ll 

Gewicht des 
toten Tieres 

Ueber- 

gesetzt 

am 

Zu dcr Zeit in g 

Vorhandene 

Symptome 

Hinzu- 

tretende 

Symptome 

Tod 

am 

Gewicht des 
toten Tieres 

Sektion 

Be- 

merkungen 

1. 

10. VIII. 

20 20. VIII. 

14 

— 

— 

Apathie. Appe¬ 
titmangel 

— 

— 

— 

negativ 


2. 

• 7 

22 — 

I 

— 

20.VID. 

17 

Erytheme. 

Schwache 

Pares.d.Extr., 

Krampfe 

4. IX. 

14 

Duoden. hae- 
morrhagica 


3. 

77 

,20 — 

— 

77 

14 

dgl- 

dgl. 

7. IX. 

12 

dgi. 


4. 

77 

20' — 


77 

16 

Erytheme. 

Schwache. 

Haarausfall 





Die Tiere No. 
4—10 leb. u. 
haben d. Ge- 

5.1 

97 

19 - 

— 

7* 

14 

dgl. 

— 

— 


— 

wichtsverl. z. 

6.' 

77 

,18| - 

— 

77 

15 

” 

— 

— 

— 

— 

T. wied. aus- 

7 -! 

77 

20 — 

— 

77 

17 

Hyperiimie der 
Ohrmuscheln 

— 

— 

- 1 

— 

geglich. Sie 

8. 

77 

i 21 “ 

— 

77 

17 


— 

— 

— 

s. voll. munt. 
u. symptom - 
fr. Inr Haar- 
kleid ist glatt 

9. 

77 

17 ! ~ 

— 

77 

14 

Erytheme. 

Schwache 

— 

— 

— 

— 

10. 

77 

18 — 

— 

77 

15 

dgl. 

— 

— 

— 

— 

u.glanz.weifi 


VIII. 

WeiBe Mause. Licht. Glask&fig. Polenta aus gelbem Maisgriefi. Nach 14 Tagen gemischte Kost. Im Licht. 


Licht 


Licht 


1. 10. VIII. 

2 . 

3. 

4. 


5. 

6 . 


77 

77 


1513.VTH. 

17 24.VIII. 

20 - 

19 

i 19 

18 


124. VIII. 


17 

16 

16 

13 


A i 

d g i. 


Appetitmangel, 

Erytheme 

dgl. 


IX. 


Spater Haar 
ausf.,Parese, 
Krampfe 
dgl. 


— 

— 

negativ 

— 

— 

Blutstauung 
in Mesen- 
terialvenen 

2. IX. 

13 

Schwellung 
der Milz 

3. IX. 

11 

Duoden. hae- 
morrhagica 

— 

— 

— 

— 

| - 

— 


Veifie Mause. Licht. Glaskafig. Polenta aus gelbem Maisgriefi. Nach 14 Tagen gemischte Kost. Im Dunkeln. 


Licht 





Dunkel 




1. 10. VIII. 

1 

19 

— 

— 

24. VIII. 

14 

Appetitmangel. 
Schwache. Hv- 
peram. d. Ohren 

— 

— 

— 

— 

Die Tiere leb. 
u. sind mun- 
ter. Der Ge- 

) 

'• jy 

24 

— 

— 

77 

20 

dgl. 

— 

— 

— 

— 

wichtsverlust 

5- „ 

20 

— 

— 

77 

14 

77 

— 

— 

— 

— 

ist vollig aus- 

f-! » 

22 

1 _ 

— 

77 

16 

77 

— 

— 

— 

— 

geglichen 

1 77 

17 

i - 

— 

77 

12 

77 

— 

— 

— 

— 
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X. 

Weifie M&use. DunkeL Glaskafig. Polenta aus gelbem Maisgriefi. 

5 Tiere im Gewicht Ton 19—24 g. Beginn 10. VIII. Kein Todesfall. 
Gewichtsabnahme nur bei 1 Tiere um 3 g (yon 18,0 auf 15,0). 

XI. 


Weifie Mause. Licht. Glaskafig. Polenta aus gelbem italienischen 

Maismehle. 


I 

II 

jin 

j IV 

V 

|V! 

vn 

VIII 

IX 

I X 

|No. d. Tieres 

Beginn 
des ver- 
suches 

IS 

! W 

* 

It 

•iS 

|C 

\< _ 

Tod dee 
Tieres 
am 

Gew. d. toten 
Tieres in g 

!| 
jO 0 

•S'" 

Erstes Auf- 
treten von 
Symptoraen 

Die wichtigsten 
Symptome 

, 

Sektionsbefund 

Be- 

merkungen 

1. 

2. 

3. 

4. 

1. X. 

: 

11 

22! 
20 1 
20 | 
19 

1 

— 



3 g Gewichtsverlust 

— 

[ 

11 

11 

— 

— 

— 

— 1 

2 g Gewichtsverlust 

- | 



XII. 

Weifie Mause. Dunkel. Glaskafig. Polenta aus gelbem italienischen 

Maismehl 


L 

\ n 

m 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

IX 

X 

1 . 

1 . X. 

18 

— 

— 

— 

— 

— 

— 


2 . 

3 . 

11 

19 

22 


— 

— 

— 

— 

— 


i. 

11 

11 

25 

— 

— 

— 

— 

— 

— 



XIII. 


Weifie Mause. Licht. Glaskafig. Polenta aus gelbem entkeimten 

Maismehl 



1 II 

III 

1 IV 

V 

|VT 

I vn 

VIII 

IX 

1 x 

1. 

16. IX. 

10 

26. IX. 

6 

10 

23. IX. 

1 

Lahmungsartige 
Schwache. Letale 
Krampfe 

Gelblich verf ar bte Die Tiere star- 
Nieren. Schwellungj ben relativ 
des Parenchyms 1 schnell, viel- 

2. 

11 

\ 

9 

29. IX. 

5 

13 j 

20. IX. 

1 

Sparl. Haarausfall. 
Apathie 

Sparl. Haarausfall. 
Apathie. Parese d. 
Extremitaten. Hin- 
Mligkeit 

negativ I 

leicht wegen 
ihr.grofl.Ju- 
gend. Xach 
Horbaczens- 
ki h. d. Alter 
a. d. Lebens- 
dauer einen 
l Einflufl,and 
zwar leben 
altere Here 
langer. 

3. 

1 

1 

11 

1 

1 

1 

11 

1 

1 

4. X. 

6 

18 

1 

1 

i 1 

1 

1 

11 

Blutfulle der Mesen-I 
terialdriisen. Hy-j 
peramie des Diinn- 
darms mit hamor- 
rhagischen PunktJ 
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XIV. 

Weifie Mause. Licht. Glaskafig. Polenta aus feinstem weifien Maismehl. 


I 

i n 

iii 

IV 

V 

,VI 

vn 

vm 

IX 

X 

1. 

io. vn. 

20 

26 .vni. 

12 

16 

22.VTEL 

Bei alien Tieren 
sehr starker 
Ha&rausfall am 

Kopf, Nacken, 

Biicken. AuBer- 
dem: 

Kachexie 1 ), Schwa- 

Duodenitis haemor- 

1) Bei alien 

2. 

a 

22 

4. IX. 

12 

25 

20. vm. 

che, Pares© der 
hinteren Extremi- 
taten. Krampfe. 
dgl. 

rhagica,Schwellung 
der Parenchyme 

negativ 

Tieren. 

3. 

a 

22 

10. IX. 

14 

31 


Appetitmangel, Pa- 

wie No. 1 


t 

tt. 

yi 

24 

9. IX. 

14 

29 

if 

rese der Extremitat. 
dgl 

del. 

Wie No. 1 und sehr 


5. 

a 

16 

30. VEIL 

10 

20 

a 

a 

No. 5 war 


i 

1 


! 





ausgesprochene 
waBrige Beschaf- 
fenheit, welke Mus- 
keln 

triichtig: 
Obduktion 
ergab 6 fast 
ausgewach- 
sene Foten 


XV. 


WeiBe Mause. Dunkel. Glaskafig. Polenta aus feinstem weiBen Maismehl. 


ii 

; n 

m 

IV 

V 

(VI 

vn 

vni 

IX 

X 

1 . 

lo.vm. 

20 

— 


— 

~ 

— 

— 

Am30.IX.ab- 

gebrochen. 

9 

a 

19 

! 

— 

— 

— 

— 

— 

Tiere gesund 
und munter. 

3. 

i 

a 

20 


— 

— 

— 

— 

— 

Gewichtsver- 
lust 1—3 g. 

4 - 

'f 

16 

1. X. 

16 

20 

— 

Schwache, Appetit¬ 
mangel 

Pneumopleuritis 

1 

5. £ 

1 

a 

18 

— 

— 

— 

— 1 

— 



XVI. 

Weifie Mause. Licht. Glaskafig. Gemischte Eost. 

5 Here im Gewicht von 12 bis 18 g. Beginn am 6. VII. Die Tiere 
gingen am 4. VIII. infolge starker Mittagssonne wahrend einer halben 
Btunde ein. 

4 Tiere im Gewicht von 11 bis 18 g. Beginn am 5. VIIL Tiere sind 
munter, haben etwas an Gewicht zugenommen. 

31* 
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XVII. 

(4) WeiSe Manse im Gewicht von 12—21 g. Begin n am 6. VII. Dunkel. 

Futter: gemischte Kost. 

Kafig: Glaazylinder. 

Am 27. IX. eine Maus war tot Sektionsbefund: hellgelber Fibrin- 
belag auf Lungen und Brustpleura, triibes and reichlichee Exsadat im 
Thorax. Lunge stark gerOtet. Pleura matt imd rauh. In do* Leber 
Finnen. 


xvin. 

(4) Graue Mfiuse im Gewicht von 10—19 g. Beginn am 10. VUL Licht. 

Futter: Polenta aus gelbem Maisgriefi. 

Kfifig: Glaazylinder. 

Die Tiere sind frei von Symptomen. Gewichtsverluet bei einer Maus 3 g. 


XXX. 

Weifle Mause. licht. Glaskafig. Ohne Nahrung. 


Beginn am 

Tod am 

Tag 

StcL 

Tag 

Std. 


if 


I-S 


Lebens- 

dauer 


uaj. 

I 

3 


>a 



Symptome 


Sektion 


Bemer- 

kungen 


Licht 


1. 


2 . 


13. IX. 

9* 

a.m. 

15. XX. 

2 h 

p.m. 

2 Tg. 

5 Std. 

16 

11 

5 


dgL 

JJ 

3 h 

p.m. 

2 Tg. 

6 Std. 

16 

11 

5 


Starke Abmage- 
rung. Hinfallig- 
keit, Kollapa*) 

dgl 


Leerer Ver- 
dauungs- 
traktus. 
sonst negat 
dgL 


1 ) Kei 
LAhm 


Eeine 
un- 



Dunkel. 


13. IV. 

9“ 

17. IX. 

8 k 

4 Tg. 

16 

9,5 

6,5 

Starke Abmage- 

Leerer Ver- 


a.m. 


p.m. 

6 Std. 


rung. Hinfalbg- 
keit, Kollaps *) 

dauungs- 

traktua, 









sonst negat 

>> 

dgl 

” 

10 “ 

p.m. 

4 Tg. 

8 Std. 

16 

10 

i 6 

dgL 

dgL 


1) Eei 
XjSilID 


Eeine 
un- 
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XX. 

Weifie Miiuse. Mittagssonne. Polenta aus gelbera MaisgrieB bzw. 

gemischte Kost. 


§ 

H 

£ 

-D 

6 

£ 

Gewicht in g 

Art des Kiifigs und 
der Abblendung 

Art der 
10-tagigen 
Fiitterung 

Beginn, Stunde 

Durchschnitts- 

temperatur 

Als wichtigste Symptome 
traten auf nach Minuten 

Bemer¬ 

kungen 

I 1 - 

lik 

i III. 

|IV. 

Jv. 

Im 

Durchschnitt 

Unruhe 

.1 

u 

s 

‘B 

Depression 

Kriimpfe 

1 

1 16 Glaskiifig ohne Ab- 

Polenta aus 

n" 

35° 

12 

36 

65 

71 

1 72 

72 


2 12 blendung 

gelbem Mais- 

sum. 





72 

72 



3 20 , 


griefi 






' 71 

73 

I 


1 

12 Glaskiifig mit grauem 

dgL 

dgl. 

34° 

14 

42 

70 

75 

76 

78 


2 17' 

Pauspapier um wickelt 

1 ** 






I 77 

78 



3 16 


1 ” 






1 77 

1 79 


1 18 Glaskiifig mit schwar- 

dgl. 

99 

37° 

30 

85 

135 

141 

Il44 145 

1) Licht- 

2 17 

zem *) Pauspapier um- 

99 






143 

144 


strahlen 

3 16 

wickelt 

99 






146 

148 


ganz ab- 

1 19 Drahtkafig 

dgl. 

99 

34° 

14 

42 

70 

76 

77 

78! 

geblendet 

2, 

19 

9J 

99 






76 

77 



3 ;18 

99 

99 






| 78 

79 



1 16 Glaskiifig ohne Ab- 

^ T emischte 

11“ 

35° 

12 

38 

68 

72 

73 

74 

• 

2 

16 

blendung 

Kost 

a.m. 





72 

74 



3 

!8| 








73 

74 



1 

19 Glaskiifig rait grauem 

dgl. 

dgl. 

34° 

14 1 

40 

73 

73 

75 

79 


2 

18 i 

Pauspapier um wickelt 

99 






77 

79 



3 

16, 


99 






78 

79 



1 

12 Glaskiifig mit schwar- 1 

dgl. 

99 

O 

CO 

30 

85 

135 

144 

145 145, 


2 14 

zem Pauspapier um- 

99 






144 

145 



3 16 

wickelt 

99 






145 

147 



1 16 Drahtkafig 

dgl. 

?) 

34° 

14 

40 

73 

77 

78 

79 


2 18 

99 

99 






79 

80 



3 |19| 

99 

99 






78 

79 




Bemerkungen zu den Tabellen. 

No. I. Die Polenta-Miiuse frafien anfangs nur wenig, gewohnten sich 
aber schliefilich an das fremdartige Futter. Sie gingen im Nahrzustande 
zuriick, zeigten betrachtliche Gewichtsverluste. Ihr Haarkleid verlor an 
Glanz und Gliitte. Die Haare gingen stellenweise aus. An den unbehaarten 
Kopfteilen traten geringgradige Erytherae auf, mehr oder weniger diffuse 
Rotungen, die sich durch Fingerdruck beseitigen lieBen. Die Ohrmuscheln 
waren hyperamisch. Die Atmung unregelmiifiig und beschleunigt, etwa 
80 Atemziige in der Minute. Die Augen wurden nicht geoffnet. Es bestand 
Lichtscheu und leichte Verklebung der Lider (Conjunctivitis). 
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AUmahlich wurden die Tiere apathisch, gegen Beriihrung fast ganz 
unempfindlich. Die Reflexerregbarkeit war herabgesetzt. Ee kam zu 
Mattigkeit, Schwache und Parese der hinteren Extremitaten, seltener der 
vorderen. Die Tiere schleiften beim Gehen die Beine nach oder konnten 
sich kaum noch aufrecht halten. Dann beruhrte der Leib den Boden und 
mit den Beinen wurden hilflose Bchwimmbewegungen ausgefuhrt 

Nach 1 —2 Tagen folgten der paralytischen Depression heftige Krampf- t 

erscheinungen als Vorboten des herannahenden Todes. Im Krampf rich- 
teten sich die Tiere oft plOtzlich in die Hdhe, nahmen in dieser Stellung 
mit ihren starr vom Korper gestreckten Beinen eigen turn liche Hal tungen 
an, fielen um oder uberschlugen sich riicklings, blieben kurze Zeit in 
krankhaften Zuckungen liegen und verendeten. 

Die Sektion ergab keinen charakteristischen Befund. Der Magen war 
meist leer, der Diinndarm gewohnlich mit einer schleimig-zahen gelben 
Masse gefiillt, der Dickdarm mit wenigen gelb bis rotbraunen Skybala. 

Die Darmschleimhaut etwas geschwollen, hin und wieder mit punktformigen 
Hamorrhagien besetzt. Die DarmgefiUSe und Mesenterial venen mit Blut 
stark gefiillt Leber und Milz bisweilen nicht unerheblich vergrdflert, 
ebenso die oft gelblich verfarbten Nieren. Die Hamblase meist stark 
gefiillt (Lahmung des Detrusor vesicae?). 

Die Brustorgane waren gesund. 

In 2 Fallen wurden scheinbare Abszesse von ErbsengrSUe in der 
Leber gefunden. Bei naherer Untersuchung erwiesen sie sich als Ab- 
kapselungen eines 4 bzw. 5 cm langen Wurmes mit Saugnapfen, Haken- 
kranz und Endblase. Es waren ausgewachsene Formen von Cysticercus 
fasciolaris. 

Blutausstriche und Blutaussaaten auf Gelatine und Agar waren 
keimfrei. 

No. II. Die Glaszylinder wurden mit grauweifiem Pauspapier um- 
hiillt. Im iibrigen war die Versuchsanordnung die gleiche wie in No. L 

Die Ablenkung des Lichtes schutzte die Tiere nicht vor ihrem Schicksal. 

Der Tod trat unter den gleichen Symptomen und in fast derselben Zeit 
ein wie bei I. 

No. III. In der Annahme, eine 3-w5chentliche Sonnenbestrahlung 
konnte den schadlichen Stofi im Mais vernichten oder in seiner Wirkung 
steigern, wurden weifie Mause mit derart vorbereitetem Mais gefiittert 

Die Tiere zeigten die gleichen Symptome und gingen nach der gleichen 
Zeit ein, als hatten sie unbelichteten Mais erhalten. 

Es trat also weder Steigerung, noch Abschwachung oder Aufhebung 
der toxischen Wirkung ein. 

No. IV und V. Die in Norddeutschland bekannte Entgiftung der 
Lupinensamen mit Sodalosung oder Saliniakgeist veranlafite uns, besonders 
weil das Verfahren wegen seiner Einfachheit allgemein praktische Bedeutung 
hat, auch den Mais durch Behandlung mit Soda oder Salmiak unschadlich 
zu machen. 
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Der Landwirt behandelt seine Lupinen vor der Fiitterung in folgender 
Weiee: Er lafit sie 48 Stunden in einer 1-proz. Sodalosung mit Emeuerung 
der Flussigkeit liegen und laugt mit Wasser aus oder er versetzt sie mit 
der 3-fachen Menge Wasser, fiigt pro Zentner 5 kg Salmiakgeist hinzu 
und laugt sie nach 2—3 Tagen griindlich mit Wasser 7—10 Tage lang aus. 
Der Maisgriefi kann nicht tage- und wochenlang in Sodalosung oder ver- 
diinntem Salmiakgeist liegen. Er wird ungenieBbar. Wir liefien ihn etwa 
8 Stunden in einer 1-proz. Sodalbsung und reinigten ihn dann so larige 
mit Wasser, bis die Flussigkeit ganz klar wurde. Der hohe Fettgehalt des 
Mais fiihrte aber zur Seifenbildung, die sich durch unangenehm seifigen 
Geruch bemerkbar machte. 

Die Mause frafien die Polenta fast gar nicht. Der Versuch mufite 
daher abgebrochen werden. Darauf wurde das zweite Verfahren angewendet. 
Wir brachten 100 g Mais in eine Mischung von 10 g Salmiakgeist in 300 g 
Wasser 1 ) und lieSen sie darin 8 Stunden liegen. 

Nach dem Salmiakbade wurde der Mais griindlich gewaschen, bis 
das abfliellende Wasser geruch- und farblos war. Der etwa noch im Mais- 
griefi vorhandene Salmiakgeist verfliichtigte vollkommen bei der Bereitung 
der Polenta auf dem Feuer. Mit der aus diesem Maisgriefl hergestellten 
Polenta wurden 4 weifie Mause gefiittert, von denen 2 verendeten und 2 
bis zum AbschluO des Versuches am Leben blieben. Die typischen Sym- 
ptome, wie in No. I, konnten nicht beobachtet werden. Der Versuch bedarf 
wegen seines nicht eindeutigen Ausfalles einer Nachpriifung. 

No. VI. Um einen starkeren Haarausfall zu erzielen, bestrichen wir 
die Miiuse mit einer durch Zufall hierfiir geeignet gefundenen Farbe. Sie 
bestand, soweit ermittelt werden konnte, aus Majolikalack und einer mit 
Mohndl bereiteten roten bzw. violetten (rot + kobaltblau) Oelfarbe. Mit 
dieser Farbe bestrichene weifie Mause erhielten teils gelbe Polenta, teils 
gemischte Kost, und zwar die einen im Licht, die anderen im Dunkeln. 
Die belichteten Polentamause wurden nach wenigen Tagen langs des rot 
oder violett gefarbten Riiekens vdllig kahl. Die ubrigen Tiere zeigten 
nur Spuren von Haarausfall. Die Einzelheiten des Versuches ergeben sich 
aus der Tabelle. 

No. VII—IX. Aus den Tabellen No. VII—IX ist deutlich zu er- 
sehen, dafi die Dunkelheit die Tiere vor dem Tode schiitzt, auch wenn sie 
ausschliefiliche Maisnahrung erhalten. 

Aenderten wir die Eost, und gaben statt Mais ein durchaus gesundes, 
gemischtes Futter, liefien die Tiere aber im Licht stehen, so gin gen sie fast 
alle an der tbdlichen Nach wir kung der Polentafutterun g unter dem Einflufi 
des Sonnenlichtes zugrunde. Uebertrugen wir die Polentamause aus dem 
Licht ins Dunkle und gaben ihnen gemischte Eost, dann blieben alle Tiere 
am Leben. 


1) Das Verhaltnis von Mais: Wasser: Salmiakgeist = 1:3 :0.1 wurde 
stets innegehalten. 
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No. X. Mit gelber Polenta wurden 4 weiBe Mause im Dunkeln ge- 
fiittert, und zwar vom 20. August bis zum Abschlufi der Arbeit 

Alle Tiere sind munter und symptomlos, nur eine Maus zeigt eine 
unwesentliche Gewichtsabnahme von 3 g. 

No. XI. Vom 1. Oktober ab erhielten 4 weiBe Mause im Dunkeln 
gelbes italienisches Maismehl billiger Qualitiit in Form von Polenta. Trotz 
der unzweifelhaft toxischen Wirkung dieses aus einem Pellagrabezirke 
stammenden Maisproduktes blieben alle Tiere gesund. 

No. XII. Das gleiche Futter erhielten ebenfalls vom 1. Oktober ab 
4 weitere Mause im Lichte. Auch diese Tiere blieben munter und ver- 
endeten nicht. 

Im Dunkeln konnte demnach Mais verschiedener Wirkung ohne 
Nachteil fiir die Tiere gefiittert werden. Auch hatte der sicher toxische 
italienische Mais vom 1. Oktober ab weder im licht, noch im Dunkeln 
einen schadigenden EinfluB auf die Tiere. 

No. XIII. Der letzte Versuch mit gelbem Mais sollte den Nachweis 
erbringen, daB die Schadlichkeit des Maises nicht auf seinem ungewdhnlich 
hohen Fettgehalte beruhe. 

Man hatte experimented nachgewiesen, daB entfllter Mais unschadlich 
ware. Die Extraktion des Fettes erfolgte aber in alien Fallen mit AlkohoL 
Man extrahierte also zugleich mit dem Fett alle alkoholloslichen Stofle 
und Toxine. Der entolte Mais war durch die Extraktion entgiftet. 

Ein Extraktionsmittel durfte also nicht verwendet werden und deshalb 
benutzten wir entkeimten Mais 1 ). Da fast das gesamte Maisfett im Keim 
enthalten ist, wird der Mais durch die Entkeimung auf ein den anderen 
Cerealien aquivalentes Nahrstoffverhaltnis gebracht Aber der Mais verlor 
durch die Entkeimung seine schadigende Wirkung nicht 

Das Maisfett an und fur sich scheint demnach keinen Einflufl auf 
die deletare Kraft des Mais zu haben. Der fettreiche Mais ist ebenso 
schadlich, wie der fettarme. 

No. XIV und XV. Die Polenta war aus feinstem weiBen Maismehl 
hergestellt. Die belichteten Tiere zeigten, abgesehen von den Erythemen, 
alle Symptome, die bei der Fiitterung von gelbem Mais beobachtet wurden. 
Der Haarausfall war um vieles starker: der Riicken der Tiere wurde vollig 
kahl. Der Versuch ist von besonderer Wichtigkeit, weil er uns vor Augen 
fiihrt, daB die schadliche Wirkung des Mais nicht auf seinem Gehalt an 
Farbstoff ausschlieBlich beruhen kann. 

Der farblose Mais ruft alle in No. I beschriebenen Symptome mit 
Ausnahme des Erythems hervor. Will man also den Farbstoff in kausalen 
Zusammenhang zur Maiskrankheit bringen, so kann er nur als Ursache 
des Erythems in Betracht kommen. 

No. XVI und XVII. In Kontrollversuchen wurden je 5 Mause im 
Licht bzw. im Dunkeln mit gemischter Kost gefiittert. Die Versuche be- 
gannen am 6. Juli. Die belichteten Tiere gingen am 4, August infolge 

1) Hergestellt von einer siichsischen Dampfmuhle und Oelfabrik. 
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starker Sonnenbestrahlung ein. Es mufiten also 5 neue Tiere eingestellt 
werden. Bis zum Abschlufl der Arbeit waren alle Tiere gesund und frei 
von jedem Symptom. 

No. XVIII. Kon troll versuch. 4 graue Miiuse wurden rait gelber 
Polenta vom 10. August ab im Licht geffittert. Die Tiere erkrankten nicht. 

No. XIX. Die Tabelle zeigt, dafi hungernde Tiere ira Dunkeln mehr 
als doppelt so lange leben wie im Licht. Die gesteigerte Lebenstatigkeit im 
Licht diirfte den friihen Tod unter dem EinfluB der Sonne zur Folge haben. 

No. XX. Den EinfluB des Sonnenlichtes auf weiBe Mause, die 10 Tage 
lang gelbe Polenta bzw. gemischte Kost erhalten hatten, versuchten wir 
durch die Versuche der letzten Tabelle festzustellen. Die Tiere wurden in 
Gitter- oder Glaskafigen teils mit, teils ohne Abblendung der Mittagssonne 
bei etwa 35 0 C ausgesetzt. Die Art des Kafigs hatte auf die Mortalitat der 
Tiere kaum einen EinfluB: sie starben im Gitterkiifig fast ebenso schnell, 
wie im Glasbehalter. 

Auffiillig war die relativ lange Lebensdauer im schwarzen Glasbehalter 
trotz der um 1—3° hoheren Temperatur. 

Je weniger die Tiere den Sonnenstrahlen ausgesetzt waren, um so 
langer lebten sie. Das Krankheitsbild war folgendes: 

Nach 10—14 Minuten langer Belichtung werden die Tiere unruhig, 
laufen im Kafig hin und her, setzen sich auf die Hinterbeine, recken sich 
hoch. Der Atem beschleunigt sich mehr und mehr und ist zuletzt fliegend. 
Es kommt zu SchweiSausbruch, der am Kopf beginnt und sich allmahlich 
uber den ganzen Korper erstreckt. Hyperamie der Haut, Erytheme am 
Kopf, das feine Adergeflecht der Ohren tritt deutlich blutrot hervor, langs 
des Schwanzes verlaufen 4 rote Streifen. Hyperamie der Extremitaten. 
Die Tiere werden sehr erregt und springen andauernd in die Hohe. All¬ 
mahlich las sen die Krafte nach. Es beginnt das Stadium der Depression. 
Die Tiere werden apathisch, bewegen sich nur langsam vorwarts imd fallen 
um, wenn sie sich an die Wand gelehnt aufzurichten versuchen. Die 
Reflexe sind herabgesetzt, geringe Empfindlichkeit bei Beruhrung. Licht- 
scheu, die Augen werden nicht geoffnet, tonischer Krampf und Tod. 

Einige Tiere wurden im Stadium der Depression aus dem Licht ins 
Dunkle gesetzt. Sie starben trotzdem nach */ f —1 Stunde. 

SchluBbemerkung. 

Die Experiment© bestfitigen die von Horbaczewski 
und Raubitschek erzielten Versuchsresultate. Gelbe Polenta 
war nur im Licht schfidlich. Im Dunkeln konnte sie ohne 
Nachteil fflr die Tiere gefttttert werden. Zeigten die Tiere 
bereits Symptom© und wurden sie vom Licht ins Dunkle fiber- 
tragen, so verschwanden die Erscheinungen, die MSuse blieben 
gesund. 
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Aenderten wir nach einiger Zeit die Kost und gaben statt 
Polenta eine gemischte Nahrung (Semmeln, Hafer, Milchreis, 
Ease), so gin gen die Tiere mit zwei Ausnahmen an der dele- 
t&ren Nachwirkung der Maisffltterung ein. 

Eine nene Tatsache brachte der Versuch mit weiBem 
Maismehl. Alle mit weifier Polenta geffitterten Tiere gingen 
nnter den bereits beschriebenen typischen Symptomen ebenso 
schnell zugrunde, als wenn sie gelbe Polenta erhalten h&tten. 
Den auffalligen Resultaten muBten wir in unseren Schlufi- 
folgerungen Rechnnng tragen und kamen deshalb zu einer 
anderen Auffassung fiber die Aetiologie der Maiskrankheit, 
als Horbaczewski und Raubitschek. 

In Uebereinstimmung mit ihnen nehmen wir zwar auch 
an, dafi die Pellagra eine sensibilisierende Intoxikationskrank- 
heit sei, bei deren Entstehung ein fluoreszierender Farbstoff 
einen gewissen Anteil hat, aber wir legen den Ton auf die 
Intoxikation find halten den gelben Maisfarbstoff im wesent- 
lichen nur ffir die Ursache des Hauterythems. 

Wenn die Resultate der Maisffltterung, wie es hier ge- 
schieht, auf die Pellagra fibertragen werden, so mfissen wir 
uns darflber Klarheit verschaffen, ob die an Tieren beobach- 
teten Symptome zur Diagnose Pellagra ausreichen. Im Grunde 
dfirfte die toxische Maiswirkung auf Tiere erst dann als 
pellagrogen angesehen werden, wenn alle bei der Pellagra 
beobacbteten klinischen Symptome und pathologisch-anato- 
mischen Ver&nderungen auch im Experiment zur Beobachtung 
gelangen. 

Obwohl diese Bedingung bisher nicht erffillt werden 
konnte, trugen samtliche Autoren keine Bedenken, ihre 
Versuchsresultate auf die Pellagra zur Erklfirung ihrer Aetio¬ 
logie in Anwendung zu bringen. 

War die Beweisfflhrung auch nicht vfillig geglfickt, so 
sprach doch eine Reihe yon Vergleichspunkten mit hochster 
Wahrscheinlichkeit ffir die Identitfit der Pellagrasymptome 
mit den bei Maisfiitterung auftretenden Erscheinungen. 

Beide Symptomkomplexe werden durch Mais erzeugt, bei 
beiden spielt die Disposition eine grofie Rolle, und bei beiden 
sind die gleichen Systeme, die Haut, der Verdauungstraktus, 
das Nervensystem erkrankt 
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Wenn die Tiere die Krankheitserscheinnngen nicht in so 
ausgebildetem Grade wie chronisch-pellagrSse Patienten zeigten, 
so lag es offenbar nur an ihrer kurzen Lebensdauer. Das 
Krankheitsbild konnte sich nicht so schnell zu seiner schreck- 
lichen Vollendung entfalten. 

Die Diagnose auf Pellagra scheint auch differential- 
diagnostisch sichergestellt zu sein. Bei chroniscber Inanition 
Oder unzweckm&Biger oder unzureichender Ern&hrung be- 
obachtet man nicht einmal einen „in solcher Regelm&Bigkeit 
und in solcher Ausdehnung u (Ballner) auftretenden Haar- 
ansfall, geschweige denn die anderen typischen Symptome. 
Es ist keine Krankheit bekannt, bei der die gleichen Er- 
scheinungen nnter fihnlichen Bedingungen (Belichtung) be- 
obachtet worden wfiren. 

Da wir also bis heute keinen Grund zum berechtigten 
Zweifel an der Identity der Pellagra des Menschen und der 
Maiskrankheit der Tiere haben, dflrfen die ffir diese eruierten 
Ursachen auch auf die PellagraStiologie bezogen werden. Wie 
bereits ausgeftthrt, waren alle Theorien fiber die Aetiologie 
der Pellagra experimentell widerlegt worden oder dfirften 
vorlfiufig als widerlegt angesehen werden. Nur die Theorie 
der exogenen Intoxikation konnte aufrecht erhalten werden. 
Sie gewann also schon per exclusionem an Bedeutung, verlor 
aber andererseits wieder an Wahrscheinlichkeit durch drei Tat- 
sachen, die der Annahme eines Maistoxins scheinbar entgegen- 
s tan den und in Frageform so lauten wfirden: 

1) Warum erkranken nicht alle Tiere an der Mais¬ 
krankheit? 

2) Warum erkranken die Versuchstiere nicht im Dunkeln? 

3) Warum beobachtet man keinen Krankheitsfall in kfih- 
leren Jahreszeiten, besonders in den Wintermonaten? 

Dem ersten Einwande ist leicht zn begegnen. 

Man muB mit der Tatsache rechnen, daB die Pellagra 
und viele andere Krankheiten gleichsam Auslese unter den 
unglficklichen Wesen halten, die sie heimsuchen wollen. 

Die Syphilis ist nicht auf Kfihe, Pferde oder Schweine 
fibertragbar, der Malleus nicht auf Rinder und die Rinderpest 
nicht auf Menschen. Sogar unter Tieren der gleichen Species 
werden die einen von einer bestimmten Krankheit befallen, 
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die anderen nicht. Wir erinnern, was besonders im Hinblick 
auf die yerschiedenen Ergebnisse der Ffltterungsversuche mit 
weiBen und grauen Mflusen interessant sein dfirfte, an die 
Melanose. Sie befailt und tdtet nur weiBe Pferde 1 ). 

Viele Hypothesen suchen diese auff&lligen Tatsachen, 
die unzweifelhaft fflr ein selektives Verhalten der Krankheiten 
sprechen, zu erkl&ren. Hier sei nur auf Horbaczewski 
hingewiesen, der bezflglich der Pellagra die Vermutung aus- 
spricht, daB bei den immunen Tieren gewisse Fermente Oder 
Antitoxine, bzw. Prflzipitine oder auch andere Einrichtungen 
vorhanden sind, durch welche die Wirkungsweise des Farb- 
stoffes (nach Horbaczewski das spezifische Maistoxin) be- 
einfluBt wird. 

Horbaczewski verweist auf das von v. Neusser 
hervorgehobene Verhalten des Amygdalin, welches „bei Katzen 
ungiftig, bei Kaninchen und Hunden dagegen giftig wir- 
kend ist“. 

Auch Apomorphin h&tte er erwflhnen kflnnen, das von 
Katzen in einer zehnfach grOBeren Dosis ohne Schaden ver- 
tragen wird als von mittelgroBen Hunden und bei diesen als 
Emetikum wirkt, bei Schweinen auch in der grbBten Dosis nicht 

Das verschiedene Verhalten der toxischen Substanz bietet 
also nichts Auffallendes und weist, wie Horbaczewski 
richtig bemerkt, anderweitige Analogien in groBer Zahl auf. 

Die Beantwortung der zweiten und dritten Frage bot v o r 
der Entdeckung v. Tappeiners undRaabs, flberhaupt vor 
der experimentellen Erkenntnis des bedeutungsvollen Einflusses 
der Sonnenstrahlen auf den tierischen Organismus, unflber- 
windliche Schwierigkeiten. 

Darin liegt auch der Grund fflr das spate Ansehen, dessen 
sich die exogene Intoxikationstheorie erst seit wenigen Jahren 
erfreuen durfte. 

Der negative Ausfall der Ffltterungsversuche im Dunkeln 
beweist noch nicht, daB es bei LichtabschluB flberhaupt zu 
keiner toxischen Wirkung kflme. Befallt doch die Pellagra 


1) Cf. die Mortalitatsziflern der Pferde des Danziger Husaren- 
Kegimentes. 
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auch Individuen, die sich in jeder Hinsicht vor dem Sonnen- 
licht geschfltzt hatten. 

Die Wirkung des Maistoxins ist ohne Sonnenlicht nur 
fluBerst schwach und verlaogsamt. 

Es ist wahrscheinlich und durch weitere Versuche nach- 
zuprflfen, daB die Versuchstiere, entsprechend lange gefflttert, 
anch in der Dnnkelheit erkranken. 

Die Sonne steigert nur die toxische Wirkung, und zwar 
bis zur hflchsten Potenz ihrer Sch&dlichkeit. Die im Sonnen¬ 
licht erhdhte Reaktionsfahigkeit, der beschleunigte Blutkreis- 
lauf, die grOfiere Lebenstatigkeit aller Organe befdrdern die 
pellagrogene Wirkung des Toxins. Den groBen EinfluB der 
Lichtstrahlen zeigen die Versuche No. XIX und XX. 

Verlieren die heiBen Sonnenstrahlen ihre Intensitat, wie 
in ktthlen Monaten, oder kommen sie flberhaupt nicht zur 
Geltung, wie im Dunkeln, dann werden offenbar die Organe 
gegen die Toxinwirkung widerstandsfahiger und die Er- 
scheinungen treten zurfick. 

Die genannten Tatsachen bzw. Erwagungen sprechen also 
durchaus nicht gegen die Annahme eines Toxins. — 

Aufier dem Toxin ist noch ein anderer schadlicher Stoff 
im gelben Mais enthalten — der fluoreszierende Farbstoff. 

Seine Wirkung scheint aber doch von untergeordneter 
Bedeutung zu sein. Bei Ftitterung von farblosem Mais- 
mehl treten die gleichen Erscheinungen auf, wie bei Verab- 
reichung gelber Polenta. Nur ein Symptom, das Haut- 
erythem, konnte nicht beobachtet werden, wenn weiBe (farblose) 
Polenta gefflttert wurde. Das Auftreten des Erythems scheint 
also an die Gegenwart des gelben Farbstoffes gebunden zu 
sein. Alle flbrigen Symptome kflnnen nicht durch den Farb¬ 
stoff allein hervorgerufen werden. Diese Tatsache findet in 
einem Versuche Horbaczewskis eine gute experimentelle 
Begrfindung. Horbaczewski applizierte seinen Versuchs- 
tieren (M&usen, Kaninchen, Meerschweinchen, Hunden) reinen 
Maisfarbstoff subkutan oder per os oder durch Einreibung 
in die Haut. 

Die subkutane Injektion ergab nur eine lokale Haut- 
entzflndung. Die Einreibung von Maisfarbstoff in die Haut 
hatte flberhaupt kaum noch einen nachweisbaren Erfolg, die 
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Einfflhrung per os ebenfalls keine nennenswerten Erscheinungen 
zur Folge. Die flberhaupt beobachteten Symptome traten nach 
so langer Fattening auf, daB der Autor zeitweise im Begriff 
stand, den Versuch als „ganz aussichtslos“ abzubrechen. 

Dieser fast ergebnislose Versuch mit dem Farbstoff und 
die vorerw&hnten positiven Resultate bei Ffltterung von weiBem, 
also farblosem Mais, sind zwingende Beweise fflr das Vor- 
handensein eines Toxins. 

Gegen die Existenz eines Maistoxins spricht auch nicht 
die experimentell erwiesene Tatsache, daB mit Alkohol extra- 
hierter und dadurch entf&rbter Mais unsch&dlich und das ge- 
wonnene farbstoffhaltige Oel sch&dlich ist. 

Durch die Extraktion mit Alkohol ist n&mlich das alkohol- 
lOsliche Maistoxin aus dem Mais in das Oel flbergefflhrt worden. 
Es hat also den gleichen Weg wie der Farbstoff zurfickgelegt. 
Da aber nur dieser sichtbar war, hielt man ihn ausschlieBlich 
fflr die Ursache der Krankheit 1 ). 

Wir dflrfen auch nicht unberflcksichtigt lassen, daB fast 
a lie pflanzlichen Nahrungsmittel fluoreszierende Farbstoffe 
enthalten. Wie weit verbreitet ist z. B. das fluoreszierende 
Chlorophyll und in wie groBen Men gen wird es allj&hrlich von 
Menschen und Tieren mit der Nahrung aufgenommen. 

Die photodynamische Wirkung des Chlorophylls ist experi¬ 
mentell durch W. Hausmann erwiesen. 

Nicht jede photodynamische Wirkung ist sch&dlich. 

Nach Hausmann ist es wahrscheinlich, daB die photo¬ 
dynamische Wirkung des Chlorophylls mit den synthetischen 
Assimilisationsprozessen — also mit physiologischen Funk- 
tionen — der grflnen Pflanzen im engsten Zusammenhange 
steht. Gesetzt aber, die photodynamische Wirkung des fluores- 
zierenden Maisfarbstoffes w&re eine pathologische, so konnte 
sie sich immer nur auf die Kdrperteile erstrecken, die dem 
Licht zug&nglich sind, also nur auf die Haut, und sie kOnnten 
nur dann zur Geltung kommen, wenn der Farbstoff in der 


1) Diesen Irrtum beging auch cand. med. vet W. Oehmke (Central- 
blatt f. Physiol., 1909, No. 22) bei der Untersuchung des Buchweizens auf 
photodynamische Effekte. 
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Haut abgelagert wird und mit den Korperzellen in direkte 
Berflhrung kommt. Fttr die Abscheidung von Farbstoflf in die 
Haut ist bisher noch kein Beweis erbracht. 

Sieht man von dieser wichtigen Voraussetzung (der Ab- 
lagerung in die Haut) ab, so kbnnen bei alien mit Haut- 
affektionen verbundenen Krankheiten, die auf ein fluoreszenz- 
farbstoffhaltiges Nahrungsmittel zurUckzufuhren sind, immer 
nur Aflfektionen an den lichtzugflnglichen Hautstellen hervor- 
gerufen werden, die wiederum um so heftiger sein werden, 
je intensiver das Sonnenlicht nnd je weniger pigmentiert und 
geschQtzt die Haut ist. 

v. Tapp einer, Raab u. a., die sich mit der Photo* 
dynamic befaJBt haben, reden deshalb bei der Besprechung 
pathologischer Prozesse, die durch einen Farbstoflf bedingt 
sein kdnnten, nur vom Pellagraerythem und vom Buchweizen- 
exanthem, aber nicht von der Pellagra und dem Fagopyrismus. 
Die schweren intestinalen und nervdsen Symptom e, die bei 
beiden Krankheiten beobachtet werden, liefien jene Autoren 
mit Becht ganz unberflcksichtigt. 

Diese Erscheinungen bleiben in der Aetiologie so lange 
unaufgekl&rt, als man den Farbstoflf fflr die ausschliefiliche 
Ursache halt. 

Wir mflssen also annehmen, dafl der Farbstoflf, wenn er 
flberhaupt atiologisch wirksam ist, nur ein Adjuvans der eigent- 
lichen Ursache (des Toxins) darstellt. 

Die pellagrogene Wirkung des Mais besteht — das gleiche 
gilt bezflglich des Fagopyrismus von dem Buchweizen — in 
einer Intoxikation durch ein alkohollflsliches Toxin (Zeln) und 
in einer photobiologischen Sensibilisation durch den fluores- 
zierenden Farbstoflf. 

Die Pellagra und den Fagopyrismus kdnnen wir demnach 
im Gegensatz zu den einfachen Vergiftungen als „sensibili- 
sierende Intoxikationskrankheiten u bezeichnen. Die Benennung 
wflrde zum Ausdruck bringen, dafl die so bezeichneten Krank¬ 
heiten neben anderen Symptomen mit Hautaflfektionen ver- 
laufen mflssen und durch Nahrungsmittel verursacht werden, 
die neben einem Toxin einen sensibilisatorisch wirksamen 
fluoreszierenden Farbstoflf enthalten. 
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1) Die Maiskrankheit der Tiere und die Pellagra des 
Menschen scheinen identische Krankheiten zu sein. 

2) Sie werden durch eine gemeinsame Ursache, ein alkohol- 
lOsliches Toxin und den fluoreszierenden gelben Farbstoff, 
hervorgerufen. 

3) Die Pellagra und der Fagopyrismus sind sensibilisierende 
Intoxikationskrankheiten. 
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Nachdruck verboten. 

[Aus dem Karolinen-Kinderspital in Wien (Dirig. Primararzt 
Doz. Dr. KnOpfelmacher).] 

Kutanreaktlon and Komplement. 

Von Dr. Felix Bauer, 

Assistant des Spitals. 

(Eingegangen bei der Bedaktion am 15. Marz 1912.) 

Die Frage, ob das Komplement fflr die anaphylaktische 
Reaktion notwendig sei, wird von der flberwiegenden Mehr- 
zahl der Autoren (Sleeswijk, Fleischmann und Micha- 
elis, Friedberger and Hartoch, Doerr und Russ, 
Hartoch und Sirenskij) im bejahenden Sinne beantwortet 
Beim Menschen hat Fran cion i Komplementschwund w&hrend 
der Serumkrankheit beschrieben. Dieser Befund ist mehrfach 
bestatigt und auch mir gelungen, wenn frflh genug am Be- 
ginn der Serumkrankheit geprilft wurde, da die Verringerung 
bald normalen Verhaitnissen weicht. Friedberger und 
Hartoch sowie Hartoch und Sirenskij haben durch In- 
jektion von KochsalzlQsungen resp. durch schwere Trypano- 
someninfektion Verringerung der anaphylaktischen Empfind- 
lichkeit erzielt und beziehen diesen Befund auf die be- 
obachtete Komplementverminderung. Dieser Auffassung ist, 
gegen Friedberger und Hartoch, vielfach mit guten 
Argumenten widfersprochen worden, die auch gegen die Arbeit 
von Hartoch und Sirenskij, bei der auch die Gering- 
fttgigkeit der Komplementverminderung auffailt, gelten. 

Ohne auf die Frage eingehen zu wollen, ob die Kutan- 
reaktion des Menschen stets eine echt anaphylaktische Er- 
scheinung ist, dflrfen wir nach den erwahnten Befunden die 
Frage aufwerfen, ob ein Zusammenhang zwischen Kutan- 
reaktion und Komplement besteht. Die MSglichkeit eines 
solchen Nachweises schien gegeben durch Komplementunter- 
suchung bei Menschen, die trotz sicher bestehender Sensibili- 
sierung negative Kutanreaktion gegen das betreffende Agens, 
das friiher positive ergab, zeigten. Wir wissen, dafi die 
kutane Tuberkulinreaktion in den Sp&tstadien schwerer Tuber- 
kulose haufig schwindet Ebenso auch beobachten wir bei 
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schwer tuberkulSsen kachektischen Individuen manchmal Kom- 
plementschwund. Ein Zusammenhang dieser beiden Phfino- 
mene schien von vornherein nicht unwahrscheinlich. Beim 
Tiere hat allerdings Schenk (Zeitschr. f. Immunitatsf., 1910) 
wahrend des Ablaufes der Tuberkulinreaktion keinen Kom- 
plementverlust nachweisen kdnnen. Anch war die Kachexie 
der verwendeten, schwer tuberkulSsen Meerschweinchen niemals 
von Eomplementschwund begleitet. Dagegen glauben Was- 
sermann und Citron, daB die Tuberkulinbindung unter 
Mitwirkung des Komplementes erfolge. 

Meine Resultate bringt die folgende Tabelle. Die Kom- 
plementbestimmung geschah nach der allgemein flblichen 
Methode. Es wurde 5-proz. Hammelblut und vom Kaninchen 
stammendes Ambozeptorserum in dreifach ISsender Dosis ver- 
wendet; das auszuwertende Serum wurde in Mengen von 0,005 
bis 0,2 hinzugefQgt und die H&molyse nach 2 Stunden be- 
urteilt. Neben dem geprflften Serum wurden stets zur Kon- 
trolle mehrere Normalsera mituntersucht; es zeigte sich dabei, 
daB kleine Differenzen und Schwankungen im Komplement- 
gehalt gesunder Menschen vorkommen, die jedoch weit ge- 
ringer sind als die notierten Verringerungen. Wenn deutliche 
Hamolyse bei einer Serummenge von 0,02 bis 0,04 ccm auf- 
trat, wurde der Komplementgehalt als normal bezeichnet, als 
vermehrt, wenn schon 0,01 wirksam war. Die Verringerungen 
sind in der Tabelle ausffihrlicher gekennzeichnet. Die notierte 
Kutanreaktion wurde genau nach Pirquetscher Vorschrift 
mit konzentriertem Alttuberkulin angestellt; unter „stark posi¬ 
tive^ (-j- +) und „positiven Reaktionen“ (+) sind solche 
mit RStung und mehr Oder weniger starker Papelbildung 
verstanden, unter „kachektischen“ kleine, schwache, blauliche 
Flecken mit sehr geringer Oder ohne Papelbildung. Die Be- 


Name, Diagnose 

Pirquetsche Reaktion 

Komplement 

Bumbe: Meningitis tbc. 

+ 

normal 

Wes9ely: Meningitis tbc. 

+ 


Grill: Meningitis tbc. 

+ + 

V 

Kruger: Meningitis tbc. 

27. XII. kachektisch 



31. XII. kachektisch 


Schneider: Meningitis tbc. 

kachektisch 

vermehrt 

Spekla: Meningitis tbc. 

e 

normal 

Kriw&nek: Meningitis tbc. 

24 XI. e 

vermehrt 


31. XL e 
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ob&chtung der Reaktionen dauerte mehrere Tage. Die ange- 
gebeoen Krankheitsdiagnosen wurden stets am Obduktions- 
tische bestfitigt. 

Wir finden also in gleicher Weise bei positiver, kachek- 
tischer und negativer kutaner Tuberkulinreaktion in den an- 
geffihrten Fallen normalen, manchmal etwas erhOhten Kora- 
plementgehalt. 


Name, Diagnose 

Pirquetsche Reaktion 

Komplement 

Grill: Meningitis tbc. 

18. XII. + + 

normal 

20. XII. kachektisch 

stark yermindert 
(Lyse bei 0,12: 0 




0.15:+) 

Wessely: Meningitis tbc. 

12 . xn. + 

20. XIL kachektisch 

normal 

11 

Milutinovich: Tuberculosis 

11. VI. + 

11 


17. VI. 0 

11 


18. VI. e 

J) 


Eine Abnahme der Intensitat der Pirqnetschen Reaktion 
war also einmal von Komplementabnahme begleitet, ein anderes 
Mai und in einem Fall vOlligen Verschwindens der Reaktion 


blieb das Komplement erhalten. 

Name, Diagnose 

Pirquetsche Reaktion 

Komplement 

Benio: Pneumonia, Tbc. 
glanduL bronch. 

19. XIL 0 

20. XII. 0 

normal 

stark yermindert 
(Lyse bei 0,08: 0 
0,1:+) 


Hier ist die Reaktion schon bei noch normalem Komple¬ 
ment, ebenso wie zur Zeit des Schwundes negativ. 

Zum Nachweis, dafi auch die kleinen Schwankungen 
innerhalb der als normal bezeichneten Werte nicht der Inten¬ 


sitat der Kutanreaktion entsprechen, folgt eine genaue Tabelle 
fiber gleichzeitige Prfifung verschiedener reagierender Falle 
von tuberkulfiser Meningitis in einer Versuchsreihe: 


Menge des 
Komplement- 
serums 

Bumbe von: 
Pirquet + 

Milotinovich 
Pirquet: 0 

Schneider 
Pirquet: 
kachektisch 

Normale 

Kontrolle 

0,01 

_ 

__ 

— 

_ 

0,02 

+ 

— 

+ 

+ 

0,04 

+ 

++ 

+ + 

++ 

0,06 

++ 

++ 

+ + 

++ 

0.08 

++ 

+++ 

+ + + 

+++ 

0.1 

++ 

+++ 

+ + + 

+++ 

0,12 

+++ 

+++ 

+ + + 

+++ 
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Bei 4 Masernfailen mit negativer Tuberkulinreaktion konnte 
ich ebenfalls keine Komplementverminderung finden. 

Es besteht somit zwischen Komplementabnahme und 
Schwund der Tuberkulinkutanreaktion kein Zusammenhang. 

Diese Untersuchungen warden erg&nzt durch die folgen- 
den Beobachtnngen bei der Intrakutanreaktion mit Pferde- > 
serum bei Serumkranken, deren echt anaphylaktische Art — 
zum Unterschied von der Tuberkulinreaktion — mir festzu- 
stehen scheint (F. Bauer, Monatsschr. fttr Kinderheilkunde, 
1912). 



| Intrakutan¬ 
reaktion 

Komplement 

Lyse 

• 

Hufnagel: schwere Serum¬ 
krankheit nach Injektion 
▼on 7 ccm Diphtherieserum 
Starkl: vor der Serumkrank¬ 
heit 

31. XI. + + 

stark vermindert 

0,08: 9, 0,1: + 

1. XII. + + 

28. XI. -f + 

normal 

0,01: 9, 0.04: + 

schwere Serumkrankheit 

30. XI. 0 

31. XI. o 
3.XH. o 

geschwunden 

normal 

0.2: 9 

0,02: 0, 0,04 -f* 


In drei anderen Fallen von Serumkrankheit war die In¬ 
trakutanreaktion stark positiv und nahm im Verlauf der 
Erankheit allmfihlich ab. Es besteht also auch hier kein Zu¬ 
sammenhang von Komplement und Kutanreaktion. Das 
dauernde Fehlen der Kutanreaktion in dem einen Fall l&Bt 
sich nicht durch den kurzw&hrenden Komplementschwund, 
sondern nur durch Annahme eintretender Antianaphylaxie er- 
klUren. Bemerkenswert ist, dafi in diesem Fall beim Fehlen 
der Intrakutanreaktion mit Pferdeserum die kutane Tuber¬ 
kulinreaktion unver&ndert positiv blieb. 

Zusammenfassung. 

Die Kutan- resp. Intrakutanreaktion nach Tuberkulin und 
Pferdeserum beim empfindlichen Menschen ist unabh&ngig von 
der im Serum nachweisbaren Komplementmenge. 
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Nachdruck verboten. 

The Use of Formallnized Sheep Cells In Complement- 

Fixation tests 1 ). 

By 

B. P. Bernstein, M. D. and David J. Kaliski, M. D. 

Pathologist to Lebanon Hospital and Assistant in Serum Research, Mt. 
Associate in Clinical Pathology, Mt. Sinai Hospital and Assistant in 
Sinai Hospital. Genito-Urinaiy Diseases, Mt Sinai 

Hospital Dispensary, New York. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 16. Marz 1912.) 

The original Wassermann reaction has been the sub- 
ject of many modifications aimed either to increase its diag¬ 
nostic accuracy or to simplify its technic. Of the latter, the 
one which has received the heartiest support of laboratory 
workers in this country is the modification indrotnced by 
Noguchi. This author appreciated the fact that a ready supply 
of fresh sheep corpuscles is not always within the reach of 
all institutions and workers in serology, and that an anti¬ 
human system would make the test universally available. 
His reaction has proved of inestimable value, especially to 
army posts and other laboratories so situated that a regular 
supply of fresh sheep-corpuscles could not be obtained. 

We have succeeded to a great extent in obviating this 
disagreeable factor in the performance of the Wassermann 
reaction; and for those who still desire to use the anti-human 
system we have eliminated the frequent self-puncture necessary 
to obtain fresh human corpuscles. 

We conceived the idea that by utilizing a substance which 
would sterilize and preserve the blood and perhaps also 
render the corpuscles more refractory to dissolution without 
interfering with hemolysis or fixation of complement we would 
have a method of distinct value to laboratory workers. This 
was our aim in conducting the following experiments. 

The first problem concerned itself with the question 
whether formalin when added to sheep-cells would influence 

1) From the Pathological Laboratory of the Mount Sinai HospitaL 
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the result of the Wassermann reaction. Formalin was 
selected as the most promising antiseptic on account of its 
known sterilizing action on beef-blood for use in bacterio¬ 
logical work 1 ). 

To solve this we collected blood in the usual way at the 
abattoir, and to every four hundred cubic centimeters of blood 
added one half cubic centimeter of formalin (40 volume strength). 
This mixture was then put in the ice-box for storage. Twice 
each week some of this formalinized blood (1—800) was 
washed three time with 0.9% NaCl solution and tested parallel 
with the regular supply of fresh normal blood. The regular 
Wassermann test was applied using the sera sent to the 
laboratory for diagnosis. 

Altogether 116 sera were tested with both fresh and 
formalinized sheep-cells. Of these 39 were positive and 77 
negative with both series, the results corresponding in every 
detail. The degree of fixation of complement was identical 
in both series. (Table I.) We noted that the blood retained 
its normal scarlet color for a period of about two months, 
the period during which the above experiments extended. 


Table I. 



Fresh Corpuscles 

Formalinized C. 


+ 

— 

+ 

— 

Lues cases 

39 

0 

39 

0 

Normal Controls 

0 

77 

0 

77 


The cause of this extremely long preservation may be 
explained by the following hypotheses: first, that the formalin 
fixes the albuminous material of the stroma or cell-membrane 
or both; and secondly, that the addition of the formalin pre¬ 
serves the blood from the deleterious action of bacterial 
growth. Non-formalinized cells kept under similar conditions 
are rarely useful for longer than four to seven days. In order 
to obtain the longest possible period of preservation, the stock 
supply of formalinized cells should be kept in as aseptic a 
manner as possible. 

1) Bernstein and Epstein, Journal Infections Diseases, VoL 3, 
1906, p. 772. 
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Inasmuch as the addition of formalin to the sheep-cells 
in the above concentration (1—800) did not interfere with the 
Wassermann reaction we next concerned onrselves with the 
problem of determining the amount of formalin that could be 
added without harmful effect. 

To solve this we added increasing amounts of formalin, 
from 1—800 to 1—25, to fresh sheep-cells, and found that the 
addition of formalin in concentrations of from 1—800 to 
1—200 did not interfere with hemolysis, the varying strengths 
of the drug apparently showing no influence on the degree 
or rapidity of laking. In greater strength than 1—200 the 
cells were fixed in a more or less compact mass and could 
not be readily emulsified x ). 

To determine whether the addition of ammonium oxalate 
to the blood for the purpose of preventing coagulation would 
change the results we proceeded as follows. Four hundred 
cubic centimeters of sheep-cells was collected into two flasks 
one of wich contained a one per-cent ammonium oxalate 
solution and the other a sufficient number of glass-beads to 
permit of defibrination. At the laboratory formalin was added 
to each in the strength of 1—800 and hemolytic tests made 
within twenty-four hours and repeated over a period of eight 
weeks. It was found that the oxalated and defibrinated 
bloods showed no apparent difference in their relation to 
hemolysis. 

Having thus eliminated the question of preserving sheep 
cells, we next turned our attention to the possibility of avoi¬ 
ding the inconvenience of daily washing cells for the tests. 
To determine this point we washed a quantity of fresh cells 
three times and then added formalin in the strength of 1—240 
(arbitrarily selected) and an equal bulk of 0.9% NaCl solution, 
thus making a 50% emulsion of washed formalinized sheep- 
corpuscles. These cells were tested immediately and at inter- 

1) In all our experiments the hemolytic system consisted of the 
following: complement — 0.5 c.c. of a 10°/ o emulsion of fresh guinea-pig 
serum; hemolytic amboceptor, — two units; cells. — 0.5 c.c. of a 5% 
emulsion of sheep-corpuscles in 0.9% NaCl solution. Necessary controls 
were employed throughout. Tests were incubated for 30 minutes in a 
water bath at 38° C. Beading were made at the end of this period and 
after twenty four hours. 
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vals of two weeks, being made up to five per-cent by a 
further addition of salt solution at the time of performing the 
tests. It was found that the washed cells could be preserved 
for at least three to four weeks. 

The question whether formalinized cells could be employed 
for obtaining a specific amboceptor was decided by injecting 
a rabbit intraperitoneally at intervals of five days with washed 
formalinized cells in increasing amounts (from four to twenty 
cubic centimeters). At the time of the first injection the cells 
were already fifteen days old; and the same stock was used 
throughout. Ten days after the fourth injection the rabbits 
serum showed a titre of 1—8000. 

The effect of varying concentrations of formalin on the 
hemolytic system was now determined by adding the drug in 
strengths of from 0.1 c. c. to 0.01 c. c. of a ten per-cent so¬ 
lution to the hemolytic system. It was found that the addition 
of 0.1 c. c. to 0.06 c. c. caused complete inhibition of hemo¬ 
lysis; that in dilution of from 0.06 c.c. to 0.02 c.c. there was 
a varying degree of inhibition; while 0.01 c.c. and less showed 
complete hemolysis. (Table II.) 


Table II. 



Formalin 

Fresh 

washed 

sheeps 

cells 

NaCl 

solution 

0,9-proz. 

10% Emul¬ 
sion fresh 
guinea pig 
Complement 

Hemolytic 
Ambocep¬ 
tor 0,1 = 

I unit 

Result 

1 

0.5 c. c. 

0.5 c. c. 

0.0 c. c. 

0.5 c. c. 

0J2 c. c. 

no hemolysis 

2 

0.4 „ 

idem 


idem 

idem 

idem 

3 

0.3 „ 

77 

2 

77 

7f 

77 

4 

0.2 „ 

77 

a 

*-« 

77 

77 

77 

5 

0.1 „ 

>* 

O 

77 

77 

77 

6 

0.00 „ 

77 

► 

77 

77 

77 

7 

0.08 „ 

ij 


77 

77 

77 

8 

0.07 „ 

77 

I « 

77 

77 

77 

9 

0.06 „ 

77 

<0 

77 

77 

77 

10 

0.05 „ 

77 

11 

77 

77 

trace of hemoly¬ 
sis 

11 

0.04 „ 

77 

Q 

77 

77 

idem 

12 

0.03 „ 

77 

CD 

77 

77 

almost complete 
hemolysis 

13 

0.02 „ 

»» 

& 

77 

77 

idem 

14 

0.01 „ 

77 


77 

77 

compl. hemoL 


The effect of formalin on the component parts of the 
hemolytic system was then determined by adding it to fresh 
sheep-cells, complement, and amboceptor respectively in 
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strengths of 1—300 and 1—160. Cross tests were also made 
with formalinized and fresh ingredients in various combina¬ 
tions. (Table III.) 


Table III. (Formalin 1:300.) 



l 

Cells 

Amboceptor 

Complement 

15 min. in 
water bath 
at 37° C 

After 

24 hrs. in 
ice box 


15 min, in 
water 
bath 

After 

24 hrs. in 
ice box 

1 

form’d cells 

fresh amboc. 

fresh compl. 

c. h. 

c. h. 

5? 

8 J 
•—a 

S Ee 

c. h. 

c. h. 

2 

idem 

form’d amboc. 

idem 

c. h. 

c. h. 

c. h. 

c. h. 

S 


idem 

form’d compl. 

almost 
c. h. 

almost 
c. h. 

slight h. 

slight h. 

4 

V 

fresh amboc. 

idem 

almost 
c. h. 

almost 
c. h. 

slight h. 

slight h. 

5 

fresh cells 

form’d amboc. 

fresh compl. 

c. h. 

c. h. 

sJa-i 

c. h. 

c. h. 

6 

idem 

idem 

form’d compl. 

c. h. 

c. h. 

& M 

•5«8 

slight h. 

slight h. 

7 

V 

fresh amboc. 

idem 

1 almost 
c. h. 

almost 
c. h. 

slight h. 

slight h 


Fresh washed sheep corpuscles + Formalin 1:300 — 1:160 

(washed diluted with 0.9 % NaCl + 0.5%) 

Free guinea-pig complement + Formalin 1:300 — 1:160 

(diluted to 10% by addition of0.9%NaCl 
Concentrated anti-sheep amboceptor -|- Formalin 1:300 — 1:160 
(diluted with 0.9 % NaCl + 2 units added) 


Table III a. (Formalin 1:160.) 



Cells 

Amboceptor 

Complement 

After 15 min. 
at 37° C 

After 24 hrs. 
in ice box 

1 

form’d cells 

fresh amboc. 

fresh compl 

c. h. 

c. h. 

2 

idem 

form’d amboc. 

idem 

no h. 

no h. 

3 

}) 

idem 

form’d compl. 

no h. 

no h. 

4 

J 9 

fresh amboc. 

idem 

no h. 

no h. 

5 

fresh cells 

form’d amboc. 

fresh compl. 

slight h. 

slight h. 

6 

idem 

idem 

form’d compl. 

no h. 

no h. 

7 

V 

fresh amboc. 

idem 

no h. 

no h. 


c. h. = complete hemolysis; no h. = no hemolysis; slight h. = slight 
hemolysis. 


The addition of formalin in strength of 1—300 to fresh 
sheep-cells is without effect on the reaction if untreated com¬ 
plement is used. Formalinized amboceptor is likewise un¬ 
influenced in this concentration, while complement is only 
slightly affected in this concentration immediately, showing 
faint inhibition of hemolysis. Similar tests were made with 
ingredients treated as above and preserved in the ice-box for 
48 hours, thus allowing the formalin to act for a greater 
period of time. These showed that the cells and amboceptor 
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were still unifluenced, whereas the complement was almost 
completely destroyed. A portion of the complement used in 
these tests, untreated and preserved in the ice-box, was still 
quite active after 48 hours. 

In concentration of 1—160 the cells were uninfluenced, 
the amboceptor was only slightly lessened in strength, while 
complement was rapidly and almost totally destroyed. 

The above experiments with sheep’s blood naturally led 
us to determine the influence of formalin on the preservation 
of human cells. Up to date we have had opportunity of 
making very few experiments along this line, but we have 
succeeded in preserving human blood (kept from clotting by 
the addition of 1 % sodium citrate) for at least four weeks 
by the addition of formalin in the strength of 1—400. These 
cells are also available for the production of a specific ambo¬ 
ceptor. 

Zusammenfassung. 

1) Formalin in Konzentration von 1:800 bis 1:200 kon- 
serviert Blut auf wenigstens 8 Wochen ffir die Komplement- 
bindungsmethode. 

2) Die SpezifitSt der Komplementfixation wird durch die 
Benutzung solchen formalinisierten Materials nicht beeinflufit. 

3) Ammoniumoxalat und Natriumzitrat kann bei der Her- 
stellung des formalinisierten Zellmaterials zur Verhinderung 
der Gerinnung benutzt werden. 

4) Formalin in einer geringeren Konzentration als 1:300 
dem hamolytischen System zugesetzt, schadigt weder Zellen 
noch Ambozeptor und hat nur eine sehr minimale, schadigende 
Wirkung auf das Komplement. In starkeren Konzentrationen 
wird der Ambozeptor in geringerem Grade geschadigt, das 
Komplement zerstdrt. 

5) Gewaschene Blutkdrperchen halten sich wenigstens 
3—4 Wochen mit Formalin versetzt und sind stets ohne 
weiteres brauchbar. 

6) Formalinisierte Zellen bewahren ihre antigene Qualitat. 

7) Menschliche Zellen verhalten sich ebenso wie Hammel- 
zellen gegenfiber dem Formalin. 
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Naehdruck verboten. 

[Aus dem Hygienischen Institute in Graz (Vorstand: 

Prof. Dr. W. Prausnitz).] 

Ueber den EinflnB Ton Leukocyten nnd Leukocyten- 
extrakten anf die Anaphylatoxinbildung. 

Von Dr. 8. Miyaji aus Tokio (Japan). 

(Eingegangen bei der Bedaktion am 19. Marz 1912.) 

Es ist eine bekannte Tatsache, dafi die Leukocyten in 
der Immunitfitswissenschaft eine grofie Rolle spielen. In der 
letzten Zeit haben die Studien fiber die Anaphylaxie eine nene 
Bahn in der Immunitfitslehre eroffnet nnd dieses Ph&nomen 
ist von zahlreichen Forschern, besonders Friedberger nnd 
seinen Mitarbeitern, eingebend studiert worden. Dabei mufite 
es von Interesse sein, das Verhalten der Leukocyten bei der 
Bildung des anaphylaktischen Giftes in vitro nnd an sensibili- 
sierten Tieren zu untersuchen. 

Friedberger and Szymanowski 1 ) kamen anf Grund 
ihrer Untersuchungen fiber den Einflufi der Leukocyten anf die 
Anaphylatoxinbildung im Reagenzglas zu dem Schlusse, dafi 
die Leukocyten sowohl die Intensitfit der Anaphylatoxinbildung 
als die Wirkung des fertigen Anaphylatoxins abschwfichen, 
halten es aber ffir moglich, dafi in vivo eine Giftabspaltung 
auch noch innerhalb der Leukocyten stattfinden kfinnte. 
Massone 2 ) kam in seiner Untersuchung fiber die gift- 
zerstdrenden Eigenschaften der Leukocyten zu Ergebnissen, 
die mit der Scblufifolgerung der letzteren Autoren flberein- 
stimmten. Er folgert daraus, dafi man den Leukocyten nicht 
nur als Vernichtern der Bakterien selbst, sondern auch als 
Giftzerstdrern eine erhebliche Schutzwirkung zuschreiben mufi. 

Unsere eigenen Versuche wurden zu dem Zwecke unter- 
nommen, urn festzustellen, ob aufier einem Einflufi der Leuko¬ 
cyten und der Leukocytenstoffe auf die Giftbildung auch ein 

1) XXIII. Mitteilung iiber Anaphylaxie. Zeitschr. f. Immunitatsf. u. 
experim. Therapie, Bd. 11, 1911, Heft 5. 

2) Berliner klin. Wochenschr., 1911, No. 52. 
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solcher auf die roit Bacillen vorbehandelten sensibilisierten 
Tiere zu erkennen ist. 

Znn&chst folgten wir in den nachstehenden Versuchen 
der Friedbergerschen Vorschrift fUr die Giftabspaltung 
ans Bacillen und Komplement bzw. Bacillen, Komplement 
nnd Immunserum und baben wir die Bacillendosis, die mit 
einer bestimmten Menge von Komplement (3 ccm) eine toxische 
Dosis von Anaphylatoxin entstehen lafit, ermittelt. 

Versuchsanordnung. 

Als Bacterium benutzten wir Typhusbacillen und zum 
Teil Prodigiosusbacillen. 

Die Leukocyten wurden wie folgt gewonnen: Ein ge- 
sundes Meerschweinchen erhielt ca. 15—20 ccm sterile Bouillon 
in die Bauchhdhle. Nach etwa 20 Stunden wurde 10—15 ccm 
sterile physiologische Kochsalzldsung intraperitoneal ein- 
gespritzt und nach der gleichmafiigen Verteilung durch Massage 
wurden die weiBlich getrflbten Exsudate mittelst einer Glas- 
kanttle in die Eprouvetten, welche 3 ccm 1,5-proz. Natrium- 
citricumldsung enthielten, aufgenommen. Dann wurde diese 
Exsudatfltlssigkeit zentrifugiert und noch 2mal mit physio- 
logischer Kochsalzldsung ausgewaschen. 

Leukocytenextrakt wurde folgendermaBen dar- 
gestellt: 

I. Die von einem Meerschweinchen entnommenen Leuko¬ 
cyten wurden in je 1 ccm physiologischer Kochsalzldsung auf- 
geschwemmt. Diese Leukocytenaufschwemmung wurde 3mal 
im Frigo eingefroren, 3mal bei 37° C im Wasserbad wieder 
aufgetaut. Dann wurde sie im Schflttelapparat 24 Stunden 
geschflttelt und zentrifugiert. Dieses klare Zentrifugat wurde 
als Leukocytenextrakt gebraucht. 

Auch noch in anderer Weise wurde Leukocytenextrakt 
gewonnen: 

II. Mdglichst dicke Leukocytenaufschwemmung (die von 
einem Meerschweinchen gewonnenen Leukocyten mit je 1 ccm 
physiologischer Kochsalzldsung aufgeschwemmt) im Frigo 3mal 
eingefroren, im 37° C Wasserbad 3mal wieder aufgetaut, dann 
im Mdrser mit geringem Zusatz von Glassand verrieben, bis 
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eine dicke breiige Masse entsteht, zentrifugiert, mit diesem 
Zentrifugat experimentiert. 

Bei unseren Versuchen warden Meerschweinchen von 
200—350 g stets in die H&lsvene injiziert. 

L Versuohe in vitro. 

Vorversuch 1 (ohne Leukocyten). 

1—5 Oesen (Normaldsen) Typhusbacillen und Prodigiosusbacillen in 
je 3 ccm frischen Meerschweinchen serum aufgeschwemmt, 2 Stunden bei 
37° C, dann 12 Stunden im Eisschrank belassen, dann zentrifugiert; die 
obenstehende klare Fliissigkeit intravenos injiziert. 


Tabelle I. (Versuch mit Typhusbacillus.) 


Versuchs- 

tier 

BaciUen- 

dosis 

Kom- 

plement 

Symptome 

I 

1 Oese 

3 ccm 

Zuckungen, Ham- und Kotabgang; bald er- 
holt. TemperaturabfaU 1,9 0 C; nach 2 Stdn. 
Normaltemperatur erreicht. 

II 

2 Oesen 

3 ccm 

Zuckungen, Hamabgang; bald erholt. Tem- 
peraturabfall 4,3° C; nach 5 Stdn. Normal- 
temperatur erreicht. 

III 

3 Oesen 

3 ccm 

Sofort nach der Einspritzung typische Krampfe, 
Ham- u. Kotabgang. Nach 2 Min. gestorben. 

IV 

4 Oesen 

3 ccm 

Sofort nach der Injektion typische Krampfe, 
Ham- u. Kotabgang. Nach 5 Min, gestorben. 

V 

5 Oesen 

3 ccm 

Sofort nach der Injektion Krampfe, Ham¬ 
abgang; nach 5 Min. erholt. Temperatur- 
abfall 3,6° C; nach 3 Stdn. Normaltem- 
peratur erreicht. 


Tabelle II. (Versuch mit Prodigiosusbacillus.) 


Versuchs- 

tier 

Bacillen- 

dosis 

Kom- 

plement 

Symptome 

i 

1 Oese 

3 ccm 

Zuckungen, Hamabgang. TemperaturabfaU 
3,1° C; nach 3 Stdn. Normaltemperatur 
erreicht. 

ii 

2 Oesen 

3 ccm 

Sofort nach der Einspritzung Krampfe, tiefes 
Atmen; nach 7 Min. erholt. Temperatur- 
abfall 5,3 0 C; nach 3 Stdn. Normaltem¬ 
peratur erreicht. 

hi 

3 Oesen 

3 ccm 

Sofort nach der Einspritzung typische Krampfe, 
Hamabgang. Nach 2 Min. gestorben. 

IV 

4 Oesen 

3 ccm 

Sofort nach der Einspritzung typische Krampfe. 
Nach 2 Min. gestorben. 

V 

5 Oesen 

3 ccm 

Zuckungen, TemperaturabfaU 3,1° C; nach 
4 Stdn. Normaltemperatur erreicht. 
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Vorversuch 2 (ohne Leukocyten). 

1—5 Oesen (Normaloeen) Typhusbacillen in 2 ccm physiologischer 
Kochsalzlosung aufgeschwemmt, mit je 0,2 ccm Typhusimmunserum versetzt. 
2 Stunden im Brutschrank gehalten, dans die stark agglutinierten Bacillen 
zentrifugiert, mit physiologischer Eochsalzldsung ausgewaschen, wieder 
zentrifugiert, diesen mit Immunserum beladenen Typhusbacillen je 3 ccm 
Komplement hinzugefiigt, 2 Stunden bei 37° C gehalten, 12 Stunden im 
Eisschrank belassen, zentrifugiert, die obenstehende klare Flussigkeit intra- 
venos injiziert. 


Tabelle HI. (Versuch mit dem mit ambozeptorbeladenen Typhusbacillus.) 


Versuchs- 

tier 

Bacillen- 

dosis 

Immun¬ 

serum 

Kom¬ 

plement 

Symptome 

I 

1 Oese 

0,2 ccm 

3 ccm 

Keine Symptome. 

n 

2 Oesen 

0,2 ccm 

3 ccm 

Keine Symptome. 

in 

3 Oesen 

0,2 ccm 

3 ccm 

Zuckungen, Temperaturabfall 

2,0° C; nach 1 Stde. Normal- 
temperatur erreicht. 

IV 

4 Oesen 

0,2 ccm 

3 ccm 

Zuckungen, Temperaturabfall 

5,6° C. 

y 

5 Oesen 

0,2 ccm 

3 ccm 

Keine Symptome. 


Man ersieht aus der vorstehenden Tabelle I, da£ das 
aknt wirkende Gift bei Digestion von 3 und 4 Oesen Typhus¬ 
bacillen und Prodigiosusbacillen mit 3 ccm Komplement ent- 
standen ist. Mit den mit Immunserum beladenen Typhus¬ 
bacillen war jedoch, wie man aus Tabelle III ersieht, bei den 
eingehaltenen Mengenverhfiltnissen keine tQdliche Giftwirkung 
zu erzielen. Diese Resultate stimmen mit den Versuchen von 
Friedberger und Goldschmid 1 ) vollkommen tlberein. 
Wir haben deshalb bei unseren sp&teren Versuchen immer 
die unbeladenen Bacillen und als Grenzdosis des Giftes den 
AbguB der Aufschwemmung von 3—4 Oesen Typhusbacillen 
bzw. Prodigiosusbacillen in 3 ccm Komplement gebraucht. 

Versuch 3 (mit Leukocyten). 

Die Leukocyten wurden nach der vorher erorterten Methode gewonnen; 
mit Hilfe von physiologischer Kochsalzlosung wurde eine moglichst dicke 
Aufschwemmung gemacht (die von einem Meerschweinchen gewonnenen 


1) XII.—XV. Mitteilung fiber Anaphylaxie. Zeitschr. f. Immunitiitsf. 
u. experim. Therapie, Bd. 9, 1911, Heft 3. 


Digitized by 


Gck >gle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



500 


S. Miyaji, 


Leukocyten gewbhnlich in 1 ccm Kochaalzlosung aufgeschwemmt), d&nn 
warden 3—4 Oesen Typhusbacillen oder Prodigiosusbacillen in 3 ccm Kom- 
plement aufgeschwemmt, einige Tropfen der Leukocytenaufschwemmung 
hinzugefiigt und gleichmafiig verteilt. Diese Bacillen-Leukocytenkomplement- 
gemische wurden 2 Standen bei 37° C und 12 Stunden im Eisschrank 
gehalten, dann zentrif ugiert; die Zentrifugate intravenfts eingespritzt. 


Tabelle IV. 


Versuchs- 

tier 

Bacillen- 

dosis 

Korn- 

plement 

Symptome 



(Vereuch mit Typhusbacillua.) 

I 

3 Oesen 

3 ccm 

Keine Krampfe und Zuckungen. Kein Tern- 
peraturabfail. 

II 

4 Oesen 

3 ccm 

Keine Krampfe und Zuckungen. Temperatur- 
abfall 1,6® C; nach l l / 4 otde. Normaltem- 
peratur erreicht 



(Versuch mit Prodigiosusbacillus.) 

I 

3 Oesen 

3 ccm 

Zuckungen, TemperaturabfaU 3,0° C. 

II 

4 Oesen 

3 ccm 

Nach der Einspritzung Krampfe, Schaum aus 
Nase. Nach 3 Min. erholt. TemperaturabfaU 
1,8° C. 


Wir haben Ausstrichpr&parate und h&ngende Tropfen von 
den Bacillen-Leukocytenkomplementgemischen nach 2-sttin- 
digem Aufenthalt im Brutschrank angefertigt und bei mikro* 
skopischer Untersuchung beobachtet, daB die Bilder der 
Phagocytose bei den Typhusbacillen viel deutlicher waren als 
bei den Prodigiosusbacillen. Diese Tatsache stimmt auch mit 
unseren Resultaten insofern vollkommen iiberein, als die todlich 
wirkende Giftdosis bei Gegenwart von Leukocyten aus 3 bis 
4 Oesen Typhusbacillen und Prodigiosusbacillen nicht mehr 
zu erhalten war und speziell das Gift aus dem Typhusbacillen- 
Leukocytenkomplementgemische verh&ltnism&fiig schw&cher war 
als das aus Prodigiosusbacillen gewonnene. Man kdnnte diese 
geringe Giftproduktion vielleicht mit der Verminderung der 
frei in der Flflssigkeit vorhandenen giftspaltenden Bacillen 
infolge der Phagocytose erkl&ren. 

Es ist schon aus dem Versuche 3 zu schlieBen, daB die 
Intensitat der Giftbildung durch den Zusatz der Leukocyten 
verringert wird. Jetzt untersuchten wir die Wirkung der wie 
beim vorigen Versuch nach kurzer Zentrifugierung erhaltenen 
Bodensatze, welche aus den mit Bakterien beladenen Phago- 
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cyten, daneben aber auch aus wenigen freien Bakterien be- 
standen. 


Versuch 4. 

B—4 Oesen Typhusbacillen oder Prodigiosusbacillen in 3 ccm Kom- 
plement aufgeschwemmt, einige Tropfen der dicken Leukocytenaufschwem- 
mung hinzugefiigt, 2 Stunden bei 37° C, 12 Stunden im Eisschrank ge- 
halten, dann knrz zentrifugiert; die Bodensatze mit physiologischer Kochsalz- 
ldsung ausgewaschen, dann mit der Kochsalzlosung auf 3 ccm aufgefiillt, 
durch Schiitteln gleichmafiig aufgeschwemmt, intravenoe injiziert. 


Tabeile V. (Versuch mit Typhusbacillus.) 


Versuchs- 

tier 

Material zur Injektion 

Symptome 

i 

Bodensatze aus 3 Oesen 
Bacillen u.Komplement 
mit Leukocyten 

Leichte Zuckungen, Temperaturabfall 
2,4° C; nach 2 Stdn. Normaltem- 
peratur erreicht. 

ii 

Bodensatze aus 4 Oesen 
Bacillen u. Komplement 
mit Leukocyten 

Leichte Zuckungen, Temperaturabfall 
1,4° C; nach 2 Stdn. Normaltem- 
peratur erreicht. 


Tabelle VI. (Versuch mit Prodigiosusbacillus.) 


Versuchs- 

tier 

Material zur Injektion 

Symptome 

I 

Bodensatze aus 3 Oesen 
Bacillen u. 3 ccm Kom¬ 
plement mit Leukocyten 

Leichte Zuckungen, Temperaturabfall 
1,0° C; nach 2 Stdn. Normaltem- 
peratur erreicht 


Wir haben bei mikroskopischer Untersuchung der Aus- 
strichprfiparate beobachtet, dafi die Phagocytose bei Typhus¬ 
bacillen viel deutlicher ausgepr&gt war. Die freien Bacillen 
blieben bei der kurzdauernden Zentrifugierung zum grbBten 
Teil in der ttberstehenden Flflssigkeit und wurden mit dieser 
abgegossen. Wie man aus den Tabellen ersieht, zeigen die 
Versuchstiere Zuckungen und einen Temperaturabfall leichten 
Grades. Wenn dagegen Leukocyten allein injiziert werden, 
so zeigt das Tier keinen Temperaturabfall, sondem mehr oder 
minder starke Temperatursteigerung. Man kbnnte diesen 
Temperaturabfall durch Giftabspaltung aus den spSrlichen 
freien Bacillen erkl&ren. Immerhin war aber auch denkbar, 
daB er durch geringe Giftmengen, welche durch den Zerfall 
von bacillenhaltigen Phagocyten im K6rper entstanden sein 
kSnnten, hervorgerufen sei. 

Zeitschr. f. Immunitatiforechung. Orig. Bd. XIII. 33 
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Eine Reihe weiterer Versuche sollte die Rolle der Leuko- 
cytenstoffe bzw. der Leukocytenfermente bei dem Vorgange 
der Anaphylatoxinentgiftung feststellen. Zu diesem Zwecke 
wurde einerseits fertiges Anaphylatoxin mit Leukocyten- 
extrakten digeriert, andererseits versucht, ob sich aus Bak- 
terien, die gleichzeitig mit Leukocytenextrakten bebrQtet 
warden, Anaphylatoxin gewinnen l&Bt. 

Versuch 5. 

Leukocytenextrakt wurde nach der eingangs erorterten Methode II 
dargesteUt. 

1) 3—4 Oesen TyphusbaciUen oder ProdigiosusbaciUen in 3 ccm Kom- 
plement aufgeschwemmt, 2 Stunden bei 37 0 C gehalten, dann Leukocyten- 
extrakt 0,5 ccm hinzugefiigt, 12 Stunden im Eisschrank gehalten, dann 
zentrifugiert, Zentrifugat intravenos injiziert. 

2) 3—4 Oesen Typhus- oder ProdigiosusbaciUen in 3 ccm Komplement 
aufgeschwemmt, 0,5 ccm Leukocytenextrakt zugesetzt, 2 Stunden bei 37 0 C 
gehalten, 12 Stunden im Eisschrank, darauf zentrifugiert, die klare Fliissig- 
keit intravenos injiziert 

3) 3—4 Oesen TyphusbaciUen oder ProdigiosusbaciUen in 0,5 ccm 
Leukocytenextrakt aufgeschwemmt, 2 Stunden im Brutschrank gehalten, 
dann 3 ccm Komplement zugesetzt, 2 Stunden bei 37° C digeriert, 
12 Stunden im Eisschrank, dann zentrifugiert, Zentrifugat intravends ein- 
gespritzt 

4) Ala KontroUe der obigen Versuche: 3—4 Oesen Typhus- oder 
ProdigiosusbaciUen in 3 ccm Komplement und 0,5 ccm physiologischer 
Kochsalzlosung aufgeschwemmt, 2 Stunden bei 37° C, dann 12 Stunden 
im Eisschrank gehalten, zentrifugiert, Zentrifugat intravenos injiziert. 

TabeUe VII. 
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Wie man in diesen Tabellen sieht, sind alle Yersuchstiere 
unter den typischen anaphylaktischen Erscheinnngen zugrunde 
gegangen, was beweist, daB die Leukocytenextrakte keinen 
wesentlichen schadigenden EinfluB auf die Anaphylatoxin- 
bildnng hatten. DaB die Lenkocyten an and fflr sich nicht 
imstande sind, aus Bakterien Anaphylatoxin entstehen zu 
lassen, zeigen die folgenden Versuche. 

Versuch 6. 

Leukocyten, welche von einem Meerechweinchen entnommen sind, 
mit je 2 ccm phyaiologischer Kochaalzlosung aufgeschwemmt, mit Typhus* 
oder Prodigiosusbacillen in verschiedenen Mengen vermischt, 2 Stunden 
bei 37° C gehalten, dann im Frigo 3mal eingefroren, 3mal in 37° C 
Waaserbad aufgetaut, zentrifugiert. Zentrifugat intravends eingespritzt. 


TabeUe VIII. 


Versuchstier 

Bacillendosis 

Leukocyten- 

aufschwemmung 

Symptome 

i 

(Versuch mit Typhusbacillus) 

1 1 Oeae 1 2 ccm 1 

keine Symptome 

ii 

2 Oesen 

dgl. 

11 11 

m 

3 „ 


11 11 

IV 

4 „ 


11 11 

V 

5 „ 


11 11 

I 

(Versuch mit Prodigioausbacillus) 
1 Oeae 1 2 ccm 

keine Symptome 

II 

2 Oesen 

dgl. 

ii ii 

III 

3 „ 


ii ii 

IV 

4 „ 


ii ii 

V 

5 „ 


ii ii 


Man entnimmt aus dieser Tabelle, dafi aus Leukocyten 
allein (ohne Serum) und Bacillen kein Gift entsteht. Die 
Phagocytose in den Ausstrichpr&paraten nach 2-stttndigem 
Aufenthalt im Brutschrank war in diesen Fallen Qbrigens 
recht spSrlich. Doch ergab sicb auch bei Zusatz von Immun- 
serum kein anderes Resultat, wie folgender Versuch zeigt 

Versuch 7. 

1—5 Oesen Typhusbacillen mit 2 ccm Leukocytenaufschwemmung 
gemiacht, 0,2 ccm Typhusimmunserum hinzugefiigt, 2 Stunden im Brut¬ 
schrank gehalten, dann im Frigo 2mal eingefroren, im 37° C Waaserbad 
2mal aufgetaut, kurz zentrifugiert. Zentrifugat intravenos injiziert. 

33* 
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Tabelle IX. (Versuch mit Typhusbacillus.) 


Versuchstier Bacillendosis 

1 

Immunserum 

Leukocyten- 

jaufschwemmung 

Symptome 

I 

1 Oese 

0^ ccm 

2,0 ccm 

keine Symptome 

II 

2 Oesen 

d g i. 

dgl. 

yy 

yy 

III 

3 „ 

i 

yy 

yy 

yy 

yy 

IV 

TT 

4 „ 

yy 

yy 

yy 

yy 

V 

5 V 

yy 

yy 

yy 

yy 


Im AnschluB hieran haben wir auch nachfolgende Ver- 
suche mit den Bodens&tzen, die aus Phagocyten und sensibili- 
sierten Bakterien bestanden, gemacht. Nachdem Typhus- 
bacillen (1—5 Oesen) -Leukocyten-Immunserumgemische zwei 
Stunden bei 37° gehalten worden waren, zentrifugiert; die 
Bodens&tze mit steriler physiologischer Kochsalzlosung ausge- 
waschen, dann 3mal eingefroren, im Wasserbad bei 37° C 
3mal aufgetaut, im MOrser mit geringen Zusatz von Glassand 
verrieben, zentrifugiert. Zentrifugat intravends injiziert. 

Infolge des Zusatzes von Immunserum war die Phago- 
cytose sehr deutlich ausgeprSgt, aber auch in diesen Fallen 
keine Gifterscheinungen (Kr&mpfe, Temperaturabfall etc.) zu 
konstatieren. 

IL Versuch in vivo. 

Zu den Versuchen in vivo wurden sensibilisierte Meer- 
schweinchen benutzt. 

Ein Teil der Meerschweinchen wurde mit 0,002 g (1 Normal- 
dse) abgetbteter Typhusbacillen subkutan injiziert, nach 15 
Tagen reinjiziert. Andere Meerschweinchen wurden 10 Tage 
lang tfiglich mit 0,0002 g (Vio NormalSse) abgetbteter Typhus¬ 
bacillen subkutan injiziert, nach 20 Tagen reinjiziert. Wir 
haben diese sensibilisierten Meerschweinchen mit den folgenden 
Materialen reinjiziert: 

a) mit Typhusbacillen allein, 

b) mit Typhusbacillen und Leukocyten, 

c) mit Leukocyten allein, 

d) mit Typhusbacillen und Leukocytenextrakt I. 

Diese Versuche wurden unternommen, um festzustellen, 

welche Einfliisse Leukocyten und Leukocytenextrakt puf die 
aktive Anaphylaxie ausflben. Die Gemische von dicker Leuko- 
cytenaufschwemmung 3 ccm und Bacillen oder von Leuko- 
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cytenextrakt 3,0 ccm und Bacillen wurden bei 37 0 C 
2 Stunden gehalten, durch Schtitteln gleichm&Big verteilt, dann 
intravenos eingespritzt. 


Versuch 8. 

Tabelle X. (Versuch mit Leukocyten.) 


Ver- 

suchs- 

tier 

Bacillen- 
menge zur 
Reinjektion 

Leuko¬ 

cyten 

Bymptome 

I 

0,1 

ohne 

Nach der Reinjektion sofort typische Krampfe; 
gestorben. 

II 

0,1 

mit 

Keine Krampfe und Zuckungen, Korpertem- 
peratur allmahlich bis 25,4 ® C abgesunken; 
nach 3 8 / 4 Stdn. gestorben. 

III 

0,15 

ohne 

Sofort nach der Injektion Krampfe; gestorben. 

IV 

0,15 

mit 

Keine Krampfe, Temperatur langsam; bis 25° C 
abgefallen; nach b\( A Stdn. zugrunde ge- 
gangen. 

V 

0,2 

ohne 

Sofort typische Krampfe; gestorben. 

VI 

0,2 

mit 

Keine Krampfe, Temperaturabfall 27,4° C; 
nach 5 3 / 4 Stdn. gestorben. 

VII 

0,4 

ohne 

Typische Krampfe; gestorben. 

vrn 

0,4 

mit 

Ohne Krampfe, Temperaturabfall bis 31,2° C; 
nach 2 Stdn. gestorben. 

IX 

ohne 

mit 

Keine Krampfe und Zuckungen; kein Tem¬ 
peraturabfall, sondern mehr oder minder 
Temperatursteigerung. 


Tabelle XI. (Versuch mit Leukocytenextrakt.) 


Ver- 

suchs- 

tier 

Bacillen- 
menge zur 
Reinjektion 

Leuko¬ 

cyten 

Symptome 

I 

0,15 

ohne 

Nach der Reinjektion Krampfe, Spriinge; nach 
20 Min. gestorben. 

II 

0,15 

mit 

Krampfe, Zuckungen; nach 30 Min. gestorben. 

III 

0,2 

ohne 

Krampfe. Spriinge; nach 20 Min. gestorben. 

IV 

0,2 

mit 

Krampfe, Zuckungen; nach 20 Min. gestorben. 


Wie man in diesen Tabellen sieht, gehen die sensibili- 
sierten Versuchstiere bald unter den typischen anaphylaktischen 
Erscheinungen zugrunde, wenn man mit Bakterien allein 
reinjiziert. Wenn man dagegen Bacillen mit Leukocytenauf- 
schwemmung intravenos einspritzt, so zeigen die Tiere keine 
typischen Krampfe, Zuckungen usw. Sie gehen nur unter lang- 
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samem Temperaturabfall zugrunde. Leukocytenextrakte da- 
gegen wirken nicht auf die Giftbildung im KSrper hemmend ein. 

Wir kdnnen diese Erscheinungen wohl darauf zurflck- 
ftihren, daB die Giftabspaltung aus den Bacillen in der Leuko- 
cytenemulsion nur langsam erfolgt. Da die Leukocytenextrakte 
n&mlich keine merkliche hemmende Wirknng erkennen lieBen, 
so ist anzunehmen, daB die Leukocyten die Giftabspaltung aus 
den Bakterien nur mechanisch behindern, zum Teil infolge 
der Phagocytose, zum Teil weil die Bakterien sich 
htiufig in der der Peripherie der Leukocyten an- 
sammeln und infolge denen der Wirknng des 
Serums weniger zugtinglich sind. Es haben diese 
Versuchsergebnisse eine gewisse Aehnlichkeit mit den Be- 
funden von StenstrOm 1 ), der fand, daB die Anwesenheit 
von Leukocyten infolge der gesteigerten Phagocytose die durch 
Injektion von Typhusbacillen hervorgerufene Antiktirperbildung 
(Agglutinin, Bakteriolysin) herabsetzt. 

Zusammenfassung. 

Es geht aus unseren Versuchen hervor: 

1) Beim Vorhandensein von Leukocyten wird in vitro 
weniger anaphylaktisches Gift gebildet. 

2) Aus Leukocyten und Bacillen allein entsteht kein Gift 

3) Auch aus Leukocyten, Bacillen und inaktivem Immun- 
serum wurde unter den eingegangenen Mengenverhaltnissen 
kein Gift gebildet Bacillen, welche phagocytiert werden, 
spalten kein Gift innerhalb der Leukocyten ab. 

4) Bei der Bildung des anaphylaktischen Giftes in vivo 
haben die Leukocyten einen merkbar verzdgernden Einflufi 
auf den Verlauf der Krankheitserscheinungen. 

5) Leukocytenextrakte haben weder in vitro noch in vivo 
Wirkung auf die Entstehung des anaphylaktischen Giftes. 


Herrn Paul Th. Mtiller spreche ich fflr die Anregung 
und freundliche Untersttitzung meinen ergebensten Dank an 
dieser Stelle aus. 

1) Zeitschr. f. Immunitatsf. u. exper. Therapie, Bd. 8, 1911, p. 483, 
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Nachdruek verboten. 

[Aus dem KOnigl. Institut fur Infektionskrankheiten zu Berlin 
(Direktor: Geh. Obermed.-Rat Prof. Dr. Gaffky; Abt.-Vorsteher: 

Geh. Med.-Rat Prof. Dr. v. Wassermann).] 

Versuche fiber Isolierung des bakteriolytischen 
Immunkfirpers* 

Von Dr. med. Nicolas Ssobolew. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 20. Marz 1912.) 

Versuche, die Immunsubstanzen aus dem Serum zu iso- 
lieren und in m5glichster Reinheit darzustellen, sind von vielen 
Autoren vorgenommen worden, die beabsichtigten, erstens die 
chemische Natur der Immunsubstanzen nfther zu erforschen und 
zweitens der LOsung der Frage der Konzentration derselben n&her 
zu kommen. An der Hand der Literatur, die sich auf dieses 
Thema bezieht, kann man sich tiberzeugen, daB die auf diesem 
Gebiete gewonnenen Resultate sich bis zu einem gewissen 
Grade der Losung der erwShnten Frage n&bern. 

So fand Pick, indem er die Methode der Aussalzung mit Am- 
moniumsulfat anwendete, dafl die Immunsubstanzen bestimmter Sera zu- 
sammen mit einem bestimmten Eiweifl ausfielen. So fielen die Immun- 
substanzen beispielsweise aus Pferdediphtherieserum zusammen mit dem 
Pseudoglobulin aus, wahrend sie aus dem Ziegenserum zusammen mit dem 
Euglobulin ausfielen. Die Versuche, die Immunsubstanzen vom Eiweifl 
durch Alkoholbehandlung abzusondern, fiihrten zu einem Mifierfolg, indem 
bei der Reinigung mit dem Eiweifigehalt auch die Wirksamkeit des Pra- 
parates stets abnahm. Desgleichen ergab auch in bezug auf das Diphtherie- 
serum die Methode der Trypsinverdauung ein negatives Resultat, da durch 
letztere zwar der grofite Teil des Eiweifles gespalten wurde, zugleich aber 
auch 2 /s des Antitoxins vernichtet wurden. 

Bereits friiher fallten Pfeiffer undProskauer mittels Magnesium- 
sulfat die Globuline des Choleraserums, mit denen samtliche Immunsub¬ 
stanzen ausfielen, wahrend die Serumalbumine, wie es mittels des Pfeiffer- 
schen Experimentes nachzuweisen gelang, vollkommen unwirks&m waxen. 
Ihre weiteren Manipulationen, welche das Eiweifl zu isolieren bezweckten 
und in der Anwendung von Alkohol, Aether, Aceton, Chloroform, Glyzerin, 
femer in der Anwendung einer das Hweifl koagulierenden hohen Tempera- 
tur, sowie der peptischen bzw. pankreatischen Verdauung bestanden, er- 
gaben keine positiven Resultate, da hierbei grofler Verlust oder sogar voll- 
stiindige Vernichtung der Immunsubstanzen beobachtet wurde. 
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Brieger und M. Krause gelang es im Jahre 1907, aus dem Di- 
phtherieserum 75 Proz. des Gesamtstickstoffes zu entfernen, ohne dafi die 
imraunieierende Kraft des Serums geschadigt wurde. Dies geschah in der 
Weise, dafi das Diphtherieserum mit destilliertem Wasser zu gleichen Teilen 
verdiinnt, mit Ammoniumsulfat gefallt, der Niederschlag mit 10-proz. 
wasseriger Glyzerinlosung aufgenommen und mit Kochsalz ausgesalzt wurde. 
Der Niederschlag enthielt kein Antitoxin, und die LSsung hatte ihren 
urspriinglichen Heilwert. Die weiteren Versuche mit Beinigung und Kon- 
zentration ergaben jedoch keine bestimmten Resultate. 

Die Methode von M. Frouin basiert gleichfalls auf der Ausscheidung 
des Eiweifies aus dem Serum und besteht darin, dafi man zum Serum bis 
2—5 Proz. Glyzerin hinzufiigt, dasselbe hierauf mit Kochsalz aussalzt, 
filtriert und dann 10—15 Minuten lang liber dem Wasserbade der Ein- 
wirkung einer Temperatur von 75—80° aussetzt. Nach der Abkiihlung 
versetzt man das geronnene Serum mit 2—3 Volumina halbkonzentrierter 
Kochsalzlosung und bringt dann dasselbe zur Maceration fur die Dauer 
von 12—48 Stunden in den Eisschrank. Diese Maceration wird bis zu 
dreimal wiederholt, wobei das geronnene Senim jedesmal mit frischer 
Kochsalzlosung versetzt wird. Samtliche Fliissigkeiten werden nach voran- 
gehender Dekantation dialysiert und dann im luftleeren Raum bei einer 
Temperatur von ca. 35° bis zum friiheren Serumvolumen konzentriert 
Nach den Angaben von Jacqu6 und Zunz, die diese Methode in bezug 
auf das Diphtherieserum und das antihamolytische Cobraserum anwendeten, 
gelingt es den grbflten Teil der Proteine zu entfernen, wahrend die nach 
der Konzentration gewonnene Fliissigkeit mindestens bis S / A Immun- 
substanzen des Serums enthalt. 

Hat a hat die physikalische Methode des Gefrierens mit nachfolgender 
Auftauung des Serums, d. h. die Methode des Rossischen Kolloidtrennungs- 
verfahrens zur Konzentrierung der wirksamen Substanzen im Serum ange- 
wendet. Bei dieser Methode erweist sich die obere Schicht als kolloidfrei, 
die mittlere enthalt Kolloide in mafiiger Quantitat, wahrend in der unteren 
Schicht sich die ganze Kolloidmasse s&mt den Immunsubstanzen anhauft. 
Hata empfiehlt diese Methode bei schwachen Immunsera anzuwenden, um 
ihre Wirkung zu steigern. Der Mangel dieser Methode besteht jedoch 
darin, dafi gleichzeitig mit der Konzentration der Immunsubstanzen auch 
die ganze Kolloidmasse konzentriert wird. 

Nachdem Calmette, v. Wassermann und Morgen- 
roth die Reversibilit&t der Verbindung von Toxin mit Anti¬ 
toxin festgestellt hatten (Calmette machte durch Erhitzung 
einer neutralen Mischung von Schlangengift und Antitoxin 
bis 68° die Mischung wieder giftig, v. Wassermann erhielt 
dasselbe Resultat bei Erhitzung einer neutralen Mischung von 
Pyocyaneustoxin mit Pyocyaneusantitoxin, Morgenroth er- 
zielte, indem er zu neutralen Mischungen von Cobragift bzw. 
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yon Diphtherietoxin mit deren Antitoxinen schwache Salzs&ure- 
lSsung hinzuffigte, Spaltung der Verbindungen und Wieder- 
freiwerden des Toxins), begann man die Immunsubstanzen 
aus ihrer Verbindung mit den entsprechenden Antigenen zu 
isolieren. 

Hahn und Trommsdorff behandelten agglutinierte Bakterien mit 
Vioo Normalnatronlauge und 1 / l00 Normalschwefelsaure und konnten einen 
gewissen, wenn auch unbedeutenden Anted des gebundenen Agglutinins 
wieder in Freiheit setzen und wirksam machen. 

Morgenroth zeigte, dafi, wenn man mit Ambozeptor beladene, ge- 
waschene rote Blutkorperchen mit hamolysinfreien Blutkorperchen des- 
selben Tieres vermischt, nach Hinzufiigung von Komplement die LOsung 
nicht nur der beladenen, sondem auch der unbeladenen Blutkorperchen 
eintritt. Aus diesem Versuch geht hervor, dafi die roten Blutkorperchen 
die Fahigkeit besitzen, einmal gebundenen Ambozeptor an die umgebende 
Fliissigkeit zum Teil wieder abzugeben. 

Landsteiner, Landsteiner und Jagic haben nachgewiesen, 
dafi in physiologischer Kochsalzlosung gewaschene agglutinierte Bak¬ 
terien und agglutinierte Blutkorperchen, wenn sie wieder in physio- 
logische Kochsalzlosung gebracht werden, einen Teil der verankerten Agglu- 
tinine abgeben. Die Menge des wieder abgegebenen Agglutinins ist von 
der Temperatur insofem abhangig, als bei hoherer Temperatur (bis 50°) 
mehr abgegeben wird als bei niederer. 

Dafi in die physiologische Kochsalzlosung nicht nur gebundene 
Agglutinine, sondern auch Prazipitine iibergehen, haben gleichfalls Land¬ 
steiner und Jagic nachgewiesen. Sie fallten Rinderserum mittels pra- 
zipitierenden Kaninchenserums, wuschen den Niederschlag und erw&rmten 
ihn in physiologischer Kochsalzlosung bis 50°. Nach vorangehender Zen- 
trifugierung wurde zu der klaren Fliissigkeit Serum hinzugesetzt und im 
Resultat deutliche Prazipitation beobachtet 

Muller hat aus dem Laktoserumprazipitat das Prazipitin wenigstens 
zum Teil wiedergewonnen. Der sorgfaltig gewaschene Niederschlag wurde 
mit verdunnter Essigsaure angesauert, nach einstiindigem Stehen zentri- 
fugiert, die gewonnene opaleszierende Fliissigkeit neutralisiert, worauf sich 
nach Milchzusatz nach 1 Stunde einen weifien Niederschlag absetzte. 
Durch Essigsaure lafit sich somit das Prazipitin in wirksamer Form 
extrahieren. 

Was die bakteriolytischen Substanzen betrifft, so injizierten Pfeiffer 
und Friedberger in die Bauchhohle eines Meerschweinchens Cholera- 
vibrionen, die mit Immunserum zuvor sensibilisiert und von den Ueber- 
resten des wirksamen Serums durch sorgfaltiges Waschen befreit wurden, 
und fanden, dafi in der Bauchhohle vollstandige Bakteriolyse nicht nur der 
sensibilisierten Cholerabakterien, sondern auch der neu injizierten, in keiner 
Weise vorbehandelten Choleravibrionen eintrat. 
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Bail, Tsuda und W. Spat haben die Experiments von Pfeiffer 
und Friedberger bestatigt und ebenso wie Landsteiner und Jagic 
zeigen konnen, dafi an Choleravibrionen gebundene Immunkorper nicht 
nur im Organismus des Tieres, sondern auch aufierhalb desselben abge- 
spalten werden konnen, und zwar mittels einer indifferenten Kochsalzlosung 
bei einer Temperatur von 40—42°, und dafi auch Sera verschiedener Tiere 
jene Verbindung zu spalten vermogen. 

Dieselben Besultate hat auch Tsuda erhalten, und zwar nicht nur 
mit bakteriolytischem Choleraserum, sondern auch mit agglutinierendem, 
prazipitierendem und hamolytischem Serum, Tsuda konnte ebenso wie 
Landsteiner und Reich bzw. Eisler nachweisen, dafi mit Immun- 
substanzen, die im normalen Serum enthalten sind, sensibilisierte Antigene 
ihr wirksames Agens weit leichter und in relativ grofieren Quantitaten an 
die physiologische Kochsalzlosung wieder abgeben als mit Immunserum 
bearbeitete Antigene, welche nur einen geringen Teil der Immunsubstanzen 
an die Losung abgeben konnen, 

Liebermann und Fenyvessy gelang es mit Hilfe von verdiinnter 
Salzsaure (7 l0 o normal), die an die roten Blutkorperchen gebundenen 
Immunkorper abzuspalten. Die auf diese Weise erhaltenen Losungen 
wirkten stark agglutinierend und hamolytisch. Die Wirkungen der Extrakte 
waren spezifisch, Diese Losungen erwiesen sich selbst den empfindlichsten 
Eiweifireagentien gegeniiber als eiweififrei und waren nicht dialysabel. 
Liebermann rat, die Konzentration der Sauremenge nicht zu iiber- 
schreiten, da die Saure unzweifelhaft zu Zerstdrung der Immunsubstanzen 
fiihrt, und zwar mehr zu Zerstorung der hamolytischen als der aggluti- 
nierenden Stoffe. 

Nachdem eine Reihe von Autoren, wie Landsteiner 
und Reich, Zangger, Biltz, Nernst, Bredigusw. ge- 
funden hatten, dafi ImmunkOrperreaktionen mit den Adsor- 
ptionserscheinungen nahe Verwandtschaft besitzen, und daB 
zwischen Immunkorperverbindungen und den Adsorptions- 
verbindungen der anorganischen Kolloide eine Analogic ge- 
ftihrt werden kOnne, begann man die Adsorptionserscheinungen 
grttndlich zu studieren, um auf diese Weise das Wesen und 
die Gesetze der Toxin-Antitoxinverbindungfen n&her kennen 
zu lernen. 

Indem sie Adsorption mit Kolloiden verschiedener Eiweifisubstanzen, 
Toxine und Serumantikorper (Antitoxin, Agglutinin, Bakteriolysin) er- 
zeugten, haben Biltz, Much und Siebert, Andrejew, Land¬ 
steiner, Uhlich und Reich gefunden, dafi die adsorbierende Wirkung 
der Kolloide auf die Stoffe vielfach ausgesprochen elektiv ist, und dafi 
zwischen der Wirkung elektropositiver und elektronegativer Kolloide oft 
ein Gegensatz besteht. Dieselben Autoren haben auch den Nachweis ge- 
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fiihrt, dafl die Adsorption der Eiweifistofie des Serums mit der Adsorption 
der Antikorper nicht parallel geht 

Natiirlich muflte die Frage der Reversibilitat der Verbindung des 
Kolloids mit den Immunsubstanzen des Serums entstehen. Was die Eiweifl- 
substanzen betrifit, so haben viele Autoren, darunter auch L. Michaelis, 
festgestellt, dafl mit Albumosen beladene Kohle, Mastix, Eisenhydroxyd, 
Kaolin usw. irreversibel sind. Die Autoren gelangen zu dem Schlusse, dafl 
die Irreversibilitat der Eiweifladsorption von eintretender Denaturierung des 
Eiweifles abhangt. 

Besonderes lnteresse bieten die Experimente von L. Michaelis mit 
Fermenten dar. Er fallte aus Hefe das Ferment Invertin durch eine 
bestimmte Quantitat Eisenhydratoxyd. Das Invertin wurde ganz adsorbiert, 
so dafl das Filtrat vollkommen frei von Ferment war. Diese Adsorptions- 
verbindung des Invertins mit Eisenhydroxyd wurde mit Wasser geschiittelt, 
ohne dafl sich ein sicherer Uebergang des Ferments in das Wasser nach- 
weisen liefl. Wenn aber der Niederschlag selbst mit Saccharoselosung ver- 
setzt wurde, so enthielt die nach einigen Minuten abzentnfugierte Fliissig- 
keit reichlich invertierten Zucker. Das Ferment brauchte also nicht in 
Losung zu sein, um seine Wirkung zu entfalten, sondem behielt auch in 
adsorbiertem Zustande seine Wirksamkeit Andererseits fallte L. Micha¬ 
elis Hefeextrakt mit Kaolin und fand, dafl letzteres das Ferment gar nicht 
adsorbiert, gleichzeitig aber das Eiweifi zum Ausfallen bringt. Der Autor 
gelangt zu dem Schlusse, dafl das Kaolin ein vorziigliches Mittel zur 
Reinigung und Klarung des Invertins ist. 

Was die Versuche betrifit, Toxin und Immunsubstanzen aus deren 
Verbindungen mit Kolloiden zu isolieren, so sind in dieser Beziehung vor 
allem die Experimente von Biltz, Much und Siebert zu erwahnen, die 
Diphtherietoxin mit Eisenhydroxyd adsorbierten, den Niederschlag von 
Filtratspuren reinigten und einem Meerschweinchen injizierten, wobei aber 
das Besultat negativ ausfiel. 

So blieb die Frage der Reversibilit&t der Verbindung von 
Toxin mit Kolloid offen, da man zwei Eventualitaten gelten 
lassen konnte: erstens, dafi das Gift durch die Behandlung in 
eine auch im Tierkdrper unlosliche Form flbergefflhrt worden 
sei, Oder zweitens, daB es sich um eine durch Kolloide be* 
wirkte Beschleunigung der Zersetzung der GiftkOrper handele. 

Dafl hier nicht von Inversibilitat im allgemeinen, sondem nur von In- 
versibilitat einem gewissen Kolloid gegeniiber die Bede sein kann, beweisen die 
Experimente von Ferdinand Dauwe. Dieser Autor adsorbierte Pepsin 
mit verschiedenen Kolloiden und fand, dafl man, wenn das Pepsin mit 
Talk, Kieselgur, Serumeiweifl, Fibrin, Kasein usw. gefiillt wurde, Pepsin- 
wirkung sowohl im Filtrat als auch im vom Filtrat sorgfaltig gewaschenen 
Niederschlag nachweisen konnte, wiihrend der Niederschlag, wenn auf das 
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Pepsin mit Magnesium carbonicum, Calcium carbonicum eingewirkt wurde, 
Pepsineinwirkung nicht aufwies. 

Der Autor mochte diese Erscheinung darauf zuruckfiihren, dafi ee 
sich hier um eine ganzliche oder partielle Zerstorung des Pepsins handelt, 
sei es, dafi die geringe Loslichkeit dieser Salze hinreicht, um durch alka- 
lische Reaktion das Pepsin zu zerstoren, sei es, daS sich unlosliche und 
unwirksame Calcium- bzw. Magnesiumsalze bilden. 

Im Jahre 1909 haben Jacqu6 und Eduard Zunz in ihrer Arbeit 
„Reeherches sur l’adsorption des toxines, des lysines et de leurs anticorps“ 
nachgewiesen, dafi das Diphtherietoxin durch Tierkohle voilstandig adsor- 
biert wird, wahrend andere Kolloide, wie Kaolin, Talk, Kieselgur usw. das 
Diphtherietoxin zu adsorbieren nicht imstande sind. Im Gegensatz zu den 
Beobachtungen von Biltz, Much und Siebert haben die Autoren, indem 
sie eine gewaschene Mischung von mit Tierkohle adsorbiertem Toxin in 
die Bauchhohle eines Meerschweinchens injizierten, Reversibilitat dieser 
Verbindimg konstatieren konnen, wahrend das Tier unter Erscheinungen 
von Diphtherievergiftungen zugrunde ging, wenn auch die Autoren aner- 
kennen, dafi die Vergiftungserscheinungen spater eintraten und bisweilen 
nicht besonders stark ausgepragt waren. 

Immerhin konstatieren sie, dafi der Organismus des Meerschwein¬ 
chens imstande ist, eine Abspaltung des mit Kolloid adsorbierten Toxins 
herbeizufiihren. 

In Anbetracht des Umstandes, dafi Morgenroth das Toxin aus 
seiner Verbindung mit Antitoxin durch Zusatz von schwacher Saure zur 
neutralen Mischung hat wiedergewinnen kbnnen, machten die Autoren den 
Versuch, eine Verbindung von Toxin mit Tierkohle mit Hilfe der Saure 
wieder zu trennen, erzielten aber negative Resultate; die Injektion des 
sauren Filtrates fiigte dem Versuchstier keinen Schaden zu, Desgleichen 
waren weder destilliertes Wasser noch normales Pferdeserum noch Di- 
phtherieserum imstande, das Toxin aus seiner Verbindung mit Kolloid zu 
isolieren. 

Was das antitoxische Diphtherieserum betrifit, so haben die von den 
Autoren angewendeten, gleichen, adsorbierenden Mittel wie fiir das Toxin, 
die Immunsubstanzen des Serums nicht adsorbieren kbnnen. Sobald aber 
die Autoren eine groSere Eiweifimenge nach der oben beschriebenen 
Methode von M. Frouin aus dem Serum entfemten, konnten die Immun¬ 
substanzen durch Tierkohle vollstiindig adsorbiert werden. Diese Verbin¬ 
dung hat sich als relativ gut reversibel erwiesen, da sie, wenn sie mit ver- 
dlinnter physiologischer Kochsalzlosung in Beriihrung gebracht wurde, an 
dieselbe einen Teil ihrer Immunsubstanzen abgab, deren Vorhandensein 
daraus erhellte, dafi dieses Serum Meerschweinchen vor der schadlichen 
Einwirkung des nachtraglich injizierten Diphtherietoxins schiitzte. Des¬ 
gleichen konnte auch Diphtherietoxin und destilliertes Wasser, wenn auch 
in schwacherem Grade, Antitoxin von dessen Verbindung mit Kolloid 
abspalten. 
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Andererseite ist ea auffallend, dafl die Verbindung von Antitoxin mit 
Tierkohle, in die BauchhOhle eines Meerschweinchens injiziert, das letztere 
bei nachfolgender Injektion von Diphtherietoxin vor dem Tode nicht zu 
retten vermochte. Trotzdem also die Verbindung von Antitoxin mit Tier¬ 
kohle auGerhalb des OrganUmus leicht getrennt werden konnte, fand 
innerhalb des Organismus eine Abspaltung von Antitoxin nicht statt. Die 
von Jacqu4 und Zunz erhobenen Befunde sind insofern von Interesse, 
als sie darauf hinweisen, daG die Verbindung von Toxin oder Immunsub- 
stanz mit adsorbierendem Kolloid unter gewissen, fur jede Verbindung 
feststehenden Bedingungen reversibel erscheint. 

Von den letzteren Experimenten von Jacqud und Zunz 
ausgehend, schien es moglich, Immunsubstanzen aus deren 
Verbindung mit adsorbierendem Kolloid zu isolieren, indem 
man das Serum von EiweiB moglichst befreite. 

Auf Anregung des Herrn Geheimrat Prof. v. Wassermann 
machte ich diese Frage zum Gegenstand spezieller Studien. 
Als Objekte ftir meine Arbeit verwendete ich Typhus- und 
Choleraserum, die von Kaninchen gewonnen wurden. Es 
sollten zwei Aufgaben gelbst werden. Erstens sollte ein 
Kolloid gefunden werden, welches nicht nur mbglichst sftmt- 
liche Immunsubstanzen aus dem Serum adsorbierte, sondern 
obendrein gestattete, mittelst irgendeines Verfahrens die 
Immunsubstanzen in reinerem Zustande zu gewinnen, d. h. 
mit anderen Worten: dies Kolloid mttfite eine bis zu einem 
gewissen Grade reversible Verbindung liefern. 

Zu diesem Zwecke experimentierte ich mit Kolloiden, die 
sich nach den Angaben der Literatur als f&hig erwiesen haben, 
Immunsubstanzen des Serums zu adsorbieren, und zwar Kaolin, 
Kiesels&ure und Eisenhydroxyd. Als Hauptbedingung einer 
besseren Adsorption der Immunsubstanzen des Serums seitens 
des Kolloids gilt, wieAndrejew, Biltz, Much, Siebert, 
L. Michael is u. a. nachgewiesen haben, eine gentlgende Ver- 
dOnnung des Serums mit physiologischer Kochsalzlosung, da 
mit der Zunahme der Konzentration des Serums die Fahig- 
keit des Kolloids, Immunsubstanzen zu adsorbieren, merklich 
nachlfifit. Zu diesem Zwecke haben wir bei unseren experi- 
mentellen Untersuchungen das Typhus- bzw. Choleraserum im 
Verhaitnis von 1:50 verdttnnt, was, wie die Kontrollversuche 
ergaben, vollstandig ausreichend war. Die Adsorption selbst, 
d. h. das Vorhandensein Oder Nichtvorhandensein von Immun- 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



514 


Nicolas Ssobolew, 


substanzen im Filtrat nach der Ffillung des Serums durch 
Kolloide wurde in vitro mittelst Agglutination, PrSzipitation 
und Eomplementbindung sowie in vivo mittelst des Pfeiffer* 
schen Versuches geprtift. Das bei den Experimenten zu 
verwendende Filtrat muCte durch lSngere Zentrifugierung von 
den kleinsten Kolloidpartikelchen befreit sein, da das Vor- 
handensein derselben im Filtrat selbstverst&ndlich ein falsches 
Resultat in bezug auf die Adsorption des betreffenden Kolloids 
hatte geben mflssen, weil die in das Filtrat hineingelangten 
Kolloidpartikelchen in Verbindung mit den Immunsubstanzen 
natilrlich positive Agglutinations-, Prazipitationsreaktion usw. 
geben kdnnen, was sich bei meinen weiteren Experimenten bei 
der Kontrolle auch als zutreffend erwies. Besonders schwer 
war es, das Filtrat von den kleinsten Eisenhydroxyd- bzw. 
Kaolinpartikelchen zu befreien und es vollkommen klar zu 
machen. Zu diesem Zwecke war andauernde Zentrifugierung 
(3—4 Stunden lang bei 2000 Umdrehungen in der Minute) 
erforderlich. Sowohl in bezug auf das Typhusserum als 
auch in bezug auf das Choleraserum hat sich als das die 
Immunsubstanzen am besten adsorbierende Kolloid das Eisen¬ 
hydroxyd erwiesen. Mit diesem Kolloid gelang es, samtliche 
Immunsubstanzen aus dem Typhusserum zu adsorbieren, 
sofern als Beweis dafiir gelten darf, daft das, wie oben be- 
schrieben, durch andauernde Zentrifugierung bearbeitete Filtrat 
mit Typhusbakterien keine Agglutinationsreaktion und mit 
w&sserigem Extrakt von Typhusbakterien keine Prazipitations¬ 
reaktion bzw. Komplementbindung gab. Fast dasselbe konnte 
man auch in bezug auf das Choleraserum konstatieren. Das 
nach der Failung des Serums mit Eisenhydroxyd verbliebene 
Filtrat bewirkte, wenn es mit Bouillon in einer Verdiinnung 
von 1:5 und mit Cholerabacillen in die Bauchhdhle eines 
Meerschweinchens injiziert wurde, keine Bakteriolyse und 
schtttzte die Tiere nicht vor dem Tode. Was die Aggluti¬ 
nation betrifft, so trat dieselbe zwar bis zu einer Verdflnnung 
des Filtrates von 1 :400 ein. Immerhin aber war in An- 
betracht des Umstandes, daft das Choleraserum selbst Cholera¬ 
bacillen in einer Verdfinnung von 1:30000 agglutinierte, der 
Agglutinationswert von 1 :400 so minimal, daft er um so 
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weniger in Betracht kommen konnte, als der Pfeiffersche 
Versuch ein negatives Resultat ergab. 

Die Hauptbedingung einer mfiglichst vollstfindigen Ad¬ 
sorption der Immunsubstanzen seitens des Kolloides ist, von 
der oben erwBhnten Verdfinnung des Serums mittelst physio- 
logischer Kochsalzlosung abgesehen, die Quantit&t des Kolloids, 
welches dem Serum zugesetzt wird. Schon L. Michaelis 
und Ehrenreich konstatierten in ihrer Arbeit fiber die 
„Adsorptionsanalyse der Fermeute“, daB es ein gewisses Opti¬ 
mum fflr das Ausfallen eines maximalen Niederschlages gibt, 
und daB in einem UeberschuB von Eisenhydroxyd sich die 
F&llungen wieder losen. Man muBte sich hiervon flberzeugen, 
wenn man zu dem reichlichen Niederschlag, der sich unter 
dem Einflusse des Eisenhydroxyds gebildet hatte, einen Ueber¬ 
schuB des letzteren hinzufUgte, was zur Folge hatte, daB sich 
das Volumen des Niederschlages merklich verringerte und 
das Filtrat durch den Eisentlberschufi in der Ldsung sich 
dunkelbraun f&rbte. Man muBte also empirisch die Eisen- 
hydroxydmenge feststellen, die erforderlich war, um das Opti¬ 
mum der FSUung der Immunsubstanzen aus dem Serum zu 
erzielen und sich dieser Quantit&t in den weiteren Experi- 
menten bedienen. Zu diesem Zwecke ldsten wir Ferrum 
oxydatum dialysatum in destilliertem Wasser - in einer Ver- 
dllnnung von 1 : 20 und ftlgten zu 1 ccm des mit physio- 
logischer Kochsalzlbsung 1:50 verdfinnten Serums 3 ccm der 
soeben erwahnten Eisenhydroxydlbsung hinzu. Durch eine 
Reihe von Kontrollexperimenten mit Typhus- bzw. Cholera- 
serum flberzeugten wir uns, daB diese QuantitAt des zum 
Serum hinzuzufftgenden Eisenhydroxyds mehr Oder minder dem 
FfUlungsoptimum entsprach, da in dem von den kleinsten 
Kolloidpartikelchen sorgfMtig abzentrifugierten Filtrat Immun¬ 
substanzen entweder Qberhaupt nicht oder nur in geringfflgiger 
Quantitat vorhanden waren. 

Was das Kaolin betrifft, so haben wir zum Zwecke der 
Adsorption verschiedene Mengen desselben angewendet und 
eine relativ geringe Verringerung der Immunsubstanzen im 
Filtrat konstatiert. Desgleichen hat auch die KieselsBure so- 
wohl per se als auch in verschiedenen Verdfinnungen nicht 
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deo Adsorptionseffekt geliefert, der bei Anwendung von Eisen¬ 
hydroxyd erzielt wurde. 

Die Anordnung war sowohl bei der Prflfung des Kolloids 
auf seine Adsorptionskraft als auch bei alien folgenden Ex- 
perimenten fiber Adsorption der Immunsubstanzen durch 
Eisenhydroxyd die folgende: Nach Hinzufflgung einer be- 
stimmten Kolloidmenge zu dem bis zum Verhaltnis von 1:50 
verdfinnten Serum wurde die gauze Flfissigkeit im Glaskolben 
10 Minuten lang sorgfaltig geschtittelt und dann ffir 1 Stunde 
in den auf 37° eingestellten Brutschrank gebracht, wobei die 
Flfissigkeit auch w&hrend des Aufenthaltes im Brutschrank 
mehrere Male geschtittelt wurde. 

Nachdem wir auf diese Weise eine mfiglichst vollstfindige 
Adsorption der Immunsubstanzen des Serums mittelst Eisen- 
hydroxyds erzielt hatten, mufiten wir die zweite Frage, nSm- 
lich diejenige der Reversibilitat dieser Verbindung, lfisen. 
Bevor wir aber den Versuch machten, die Immunsubstanzen 
aus der Eisenverbindung zu isolieren, mufiten wir nachweisen, 
dafi die Immunsubstanzen in dieser Verbindung vorhanden 
und durch das Kolloid selbst nicht zerstfirt waren. Ffir diesen 
Zweck war der Pfeiffersche Versuch am besten geeignet. 
Nachdem wir in der oben beschriebenen Weise aus 1 ccra 
Typhus- bzw. Tlholeraserum, welches mittelst physiologischer 
Kochsalzlfisung im Verhaltnis von 1:50 verdfinnt war, mit 
Eisenhydroxyd die Adsorption bewirkt hatten, zentrifugierten 
wir die Mischung, gossen die Flfissigkeit vom Niederschlag ab, 
wuschen den letzteren durch sorgfaitiges Schfitteln mit 40 ccm 
destillierten Wassers, urn den Niederschlag von den Serum- 
spuren zu reinigen, zentrifugierten wieder und wiederholten 
die Waschung mit nachfolgendem Zentrifugieren 5—6mal, um 
die Reinheit des Niederschlages mfiglichst zu gew&hrleisten. 
Das letzte Waschwasser wurde zur Kontrolle bei der Aus- 
fuhrung des Pfeifferschen Versuches verwendet, wobei es 
bei Verdfinnung mit Bouillon im Verhaltnis von 1:5 ein 
negatives Resultat ergeben mufite, d. h. in der Bauchhfihle 
eines Meerschweinchens Bakteriolyse der entsprechenden Bak- 
terien nicht erzeugen durfte. Die auf diese Weise gewonnenen 
gewaschenen Niederschlage wurden nun zu den Versuchen 
verwendet. Die Niederschlage wurden, wie es mit den Seris 
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bei der AusfQhrung des Pfeifferschen Versuches zu ge- 
scbehen pflegt, mit Bouillon verdtinnt, wobei bei der Ver- 
dflnnung des Niederschlages diejenige ursprtingliche Serum- 
menge in Betracht gezogen wurde, von der der Niederschlag 
gewonnen worden war. In vorliegendem Falle nahmen wir 
an, daB der von 1 ccm Immunserum gewonnene Niederschlag 
der Quantit&t der in 1 ccm des ursprUnglichen Serums ent- 
haltenen Immunmenge entspricht. 

In Anbetracht des Umstandes, daB der Niederschlag in 
der Bouillon rasch auf den Boden des Reagenzgl&schens 
niederfiel, mufite man vor der Entnahme einer gewissen Sedi- 
mentmenge in der Bouillon zum Zwecke der weiteren Ver- 
diinnung den Niederschlag durch Hineintreibung von Luft in 
die auf den Boden des Reagenzglaschens gesenkte Pipette stets 
schtitteln, urn eine gleichm&Bige Mischung zu erhalten. 

Zur Eontrolle wurde auBer dem oben bereits erw&hnten 
Waschwasser in einer Verdtlnnung mit Bouillon im VerhSLltnis 
von 1:5 sowie auBer der reinen Bouillon noch der Nieder¬ 
schlag genommen, der durch Adsorbierung von normalem Ka- 
ninchenserum mit Eisenhydroxyd gewonnen war, und mit 
Bouillon im Verh&ltnis von 1:50 verdflnnt. 

Die mit Bouillon verdtinnten Sedimente wurden in Quan- 
tit&ten von je 1 ccm zusammen mit den entsprechenden Bak- 
terien in der Menge von je einer Normalose Meerschweinchen 
in die BauchhOhle injiziert. 

Es ergab sich, daB die durch Adsorption mit Eisen aus 
Typhus- bzw. Choleraimmunserum gewonnenen Niederschlftge 
in der BauchhOhle des Meerschweinchens mit den entsprechen¬ 
den Bakterien Bakteriolyse gaben, wobei die Intensit&t dieser 
Bakteriolyse immerhin geringer war als diejenige der ur- 
sprtinglichen Sera. So gab der vom Typhusserum gewonnene 
Niederschlag vollstfindige Bakteriolyse nur in einer Ver- 
dilnnung von 1:50 und schQtzte zugleich das Tier vor dem 
Tode, wahrend das ursprflngliche Immuntyphusserum Bakterio¬ 
lyse in einer Verdtlnnung von 1:400 gab. Der durch Ad¬ 
sorption von Choleraserum gewonnene Niederschlag gab mit 
den entsprechenden Cholerabakterien Bakteriolyse nur bis zu 
einer 2—3000-fachen Verdtlnnung des Niederschlages, wahrend 
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das ursprtlngliche Immuncholeraserum Bakteriolyse in einer 
Verdflnnung von 1:30000 gab. Was die Kontrollexperimente 
mit dem Spfllwasser in einer Verdflnnung mit Bouillon im 
Verhftltnis von 1:5 sowie mit dem durch Adsorption von 
normalem Kaninchenserum gewonnenen und mit Bouillon im 
Verh&ltnis von 1:50 verdflnnten Niederschlag betrifft, so wurde 
bei denselben Bakteriolyse mit den entsprechenden Bakterien 
nicht beobachtet und die Meerschweinchen gingen zugrunde, 
w&hrend die Tiere bei der Injektion von Niederschl&gen aus 
den Immunsera, bei denen Bakteriolyse beobachtet wurde, am 
Leben blieben. 

Aus diesen Experimenten geht somit hervor, daft die 
Immunsubstanzen in mit Eisenhydroxyd adsorbierten Nieder- 
schlflgen vorhanden und imstande sind, das Tier vor der 
sch&dlichen und verderblichen Wirkung der Typhus- und 
Cholerabakterien zu schfltzen; die Wirkungskraft dieser Nieder- 
schlfige ist jedoch bedeutend geringer als die des ursprfing- 
lichen Serums. 

Letztere Tatsache kann durch zwei Hypothesen erkl&rt 
werden. Erstens ist es mdglich, daft der Organismus nicht im¬ 
stande ist, sflmtliche Immunsubstanzen aus deren Verbindung 
mit Eisen zu isolieren; zweitens dadurch, daft ein Teil der 
Immunsubstanzen immerhin durch das Kolloid geschfidigt wird, 
worauf, wie oben erw&hnt, Ferdinand Dauwe in seinen 
Experimenten mit Fermentadsorption hinweist. 

Nachdem wir die Tatsache des Vorhandenseins von 
Immunsubstanzen in der Verbindung mit Eisenhydroxyd fest- 
gestellt und einen bestimmten Reversibilit&tsgrad dieser Ver¬ 
bindung im Organismus des Tieres nachgewiesen haben, 
machten wir es uns zur Aufgabe, diese Immunsubstanzen aus 
deren Verbindung mit dem Kolloid wieder frei zu bekommen. 

Zunachst erprobten wir die physikalische Methode. Der 
Niederschlag wurde mit physiologischer Kochsalzlflsung ver- 
setzt und fflr die Dauer von 24 Stunden in den auf 37 0 ein- 
gestellten Brutschrank gebracht, ohne daft es jedoch gelang, 
in der Flflssigkeit Immunkorper nachzuweisen. Statt mit 
physiologischer Kochsalzlflsung wurde der Niederschlag mit 
destilliertem Wasser versetzt und ceteris paribus gleichfalls 
in den Brutschrank gebracht, aber wiederum ohne Erfolg. 
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Die Erwfirmung des Niederschlages samt der physiologischen 
Kocbsalzlfisung in dem Wasserbade bei einer Temperatur von 
40—80° ergab gleichfalls kein positives Resultat. Der Nieder- 
schlag wurde samt dem destiilierten Wasser bzw. der physio¬ 
logischen KochsalzlOsung fQr die Dauer von einigen Tagen in 
den Schiittelapparat gebracht, worauf die FlOssigkeit auf das 
Vorhandensein von Immunkorpern untersucht wurde, ohne 
dafl jedoch letztere gefunden wurden. SchlieBlich wurde Dia¬ 
lyse in destilliertes Wasser, in KochsalzlOsung von verschie- 
dener Konzentration angewendet, oder man versetzte den 
Niederschlag mit Kochsalzlosungen verschiedener Konzentra¬ 
tion und dialysierte das Ganze in destilliertes Wasser, aber 
wiederum ohne Erfolg. 

Wir gingen dann zur chemischen Isolierungsmethode fiber, 
wobei wir vor allem schwache Sauren und Alkalien erprobten, 
indem wir an die Experimente von Hahn und Tromms- 
dorff dachten, denen es gelang, mittelst schwach alkalischer 
oder schwach saurer Losungen aus agglutinierten Bakterien 
einen gewissen Teil agglutinierender Substanzen zu isolieren, 
desgleichen an die Experimente von Liebermann und 
Fenyvessy, die mittelst Vioo Normalsalzsfiure eine ge- 
wisse Quantitfit agglutinierender und hamolytischer Substanzen 
isoliert haben, die mit roten Blutkorperchen verbunden waren. 

Zu diesem Zwecke wurde zunfichst eine Ldsung von 
Vioo Normalsalzsfiure erprobt, mit welcher der Niederschlag 
versetzt und dann ffir die Dauer von einigen Stunden bis zu 
einigen Tagen in den Schiittelapparat gebracht wurde. Nach 
dem Zentrifugieren wurde die FlOssigkeit mit ^oo NaOH 
neutralisiert und in Verdfinnungen mit Bouillon im Verhfiltnis 
von 1:2 bzw. von 1:5 samt den entsprechenden Bakterien 
in die Bauchhdhle eines Meerschweinchens injiziert, es kam 
aber ein unbestimmtes Resultat heraus, da bisweilen, narnent- 
lich in den Experimenten mit Extrakt von Typhusserumnieder- 
schlag, in einer Bouillonverdfinnung von 1:2 Bakteriolyse 
beobachtet wurde, bisweilen jedoch auch nicht. Die von uns 
erprobten stfirkeren und schwficheren Sfiurekonzentrationen 
ergaben gleichfalls keine positiven Resultate. Selbst wenn 
man annimmt, daB die Sfiure bis zu einem gewissen Grade 
imstande ist, Immunkorper aus deren Verbindungen mit 
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Kolloiden zu isolieren, so muB man mit der Behauptung 
Liebermanns und Fenyvessys flbereinstimmen, daB die* 
selbe die Immunsubstanzen auch zerstort. Die Anwendung 
von l /ioo Normal-NaOH bzw. Natrium carbonicum statt S&ure 
ergab kein positives Resultat. 

Die Versuche, die Verbindung von Kolloid mit Immun- 
serum der physiologischen Wirkung der Trypsinverdauung 
auszusetzen, in der Hoffnung, daB das Trypsin, nachdem es 
die EiweiBsubstanzen verdaut hat, die Immunsubstanzen wird 
frei werden lassen, haben sich als erfolglos erwiesen. 

Es blieb nun noch die biologische Methode zu erproben. 
Sobald es erwiesen war, daB in der Bauchhbhle eines Meer- 
schweinchens im Beisein von entsprechenden Bakterien aus 
einer Verbindung von Immunserum mit Eisen bakteriolytische 
Immunkdrper sich abspalten, schien die Annahme gerecht- 
fertigt, daB diese Verbindung, in die Bauchhdhle eines Meer- 
schweinchens injiziert, ohne Bakterien an und f(ir sich 
dissoziiert werden kann. In der Tat konnten wir, indem wir 
zur Adsorption mit Eisenhydroxyd-Choleraserum, welches an 
Immunkdrpern besonders reich war, iibergingen und den 
sorgf&ltig gewaschenen Niederschlag samt 6 ccm Bouillon in 
die Bauchhohle eines Meerschweinchens injizierten, uns fiber- 
zeugen, daB nach Verlauf von 10—14 Stunden das aus der 
Bauchhbhle des getbteten Meerschweinchens entnommene, mit 
physiologischer Kochsalzlbsung verdflnnte und abzentrifugierte 
Exsudat Immunkorper enthfi.lt und Bakteriolyse hervorzurufen 
vermag, wenn es zusammen mit Choleravibrionen in die 
Bauchhohle eines Meerschweinchens injiziert wird. Um der 
eventuellen Einwendung zu begegnen, daB das Exsudat des 
Meerschweinchens an und fflr sich die Bakteriolyse beein* 
flussen konne, haben wir, so unwahrscheinlich es auch schien, 
in die Bauchhohle eines Meerschweinchens 5 ccm Bouillon 
zusammen mit Aleuronat injiziert. Nach 14 Stunden wurde 
das Meerschweinchen getotet, die Bauchhohle mit 40 ccm 
physiologischer Kochsalzlbsung ausgewaschen, die Flttssigkeit, 
um einer Gerinnung derselben vorzubeugen, rasch in die 
Zentrifuge gebracht und hierauf in einer Verdflnnung mit 
Bouillon im Verh&ltnis von 1:2 in die Bauchhohle eines 
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neuen Meerschweincheas zusammen roit Choleravibrionen in- 
jiziert. Bakteriolyse trat nicht ein, und das Tier ging rasch 
zugrunde. Indem wir die bakteriolytische Kraft des aus der 
Bauchhdhle eines Meerschweinchens gewonnenen Exsudats 
be8timmten, dem zuvor durch Adsorption von 1 ccm Cholera- 
serum mit Eisenhydroxyd gewonnener Niederschlag injiziert 
war, fanden wir, daB das Exsudat noch in einer Verdflnnung 
von 1:1000 (die ursprflngliche Verdflnnung des Exsudats mit 
physiologischer Kochsalzldsung mit eingerechnet) deutliche 
Bakteriolyse der Cholerabacillen gab und das Meerschweinchen 
vor dem Tode schfltzte. Bei stflrkeren Verdflnnungen, wie 
beispielsweise bei solchen von 1:2000, wurde nur partielle 
Bakteriolyse beobachtet, und das Tier ging zugrunde. 

Diese Versuche wurden mehrere Male mit stets gleichem 
Resultat wiederholt. Somit ist die Verbindung von Eisen mit 
Immunserum in vitro unreversibel; wird sie aber durch den 
tierischen Organismus gefflhrt, so wird sie reversibel. Mit 
anderen Worten: der tierische Organismus ist an und fflr 
sich imstande, jene Verbindung zu dissoziieren, wenn auch 
in etwas geringerem Grade als im Beisein von Antigen, d. h. 
von Cholerabacillen, wo Bakteriolyse, wie oben beschrieben, 
bei einer Verdflnnung des Niederschlags von Choleraserum 
um das 2000—3000-fache beobachtet wurde. 

Man konnte denken, dafi der Grad der Dissoziation von 
der GrdBe oder von der Art des Tieres abhflngt In der Tat 
hat sich diese Annahme als gerechtfertigt erwiesen. Der gut 
gewaschene Niederschlag wurde zusammen mit Bouillon in 
die Bauchhdhle eines Kaninchens injiziert. Nach Verlauf von 
14 Stunden wurde die Bauchhdhle mit 40 ccm physiologischer 
Kochalzldsung ausgespfllt, die Flflssigkeit zentrifugiert, mit 
Bouillon verdflnnt und zusammen mit Choleravibrionen in 
die Bauchhdhle eines Meerschweinchens injiziert. Es ergab 
sich, daB dieses vom Kaninchen gewonnene Exsudat vollstflndige 
Bakteriolyse gab, und zwar eine zweimal so starke Bakteriolyse 
wie das vom Meerschweinchen gewonnene Exsudat, d. h. bis 
zu einer Verdflnnnng im Verhflltnis von 1:2000. 

Aus unseren Erhebungen lafit sich somit ableiten, daB 
die Verbindung des Kolloids (Eisenhydroxyd) mit bakterio- 
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lytischem Choleraserum bis zu einem gewissen Grade re* 
versibel ist. Die Dissoziation dieser Verbindung konnten wir 
jedoch nur im Organismus des Tieres, d. h. auf biologischera 
Wege, beobachten. Hierbei gelang es, die bakteriolytischen 
Immunkdrper des Cboleraserums, in der eiweifi£rmeren, ex- 
sudativen Flflssigkeit des Meerschweinchens und Kaninchens, 
wenn auch nicht ganz, zu isolieren. 

Zusammenfassung. 

1) Der aus einem Immunserum (Typhus, Cholera) durch 
Behandlung mit Eisenhydroxyd gewonnene und durch sorg- 
faitiges Waschen von jeder Spur Serums befreite Niederschlag 
enthftlt den spezifischen Immunkdrper (positiver Ausfall des 
Pfeifferschen Versuches). 

2) Eine Spaltung dieser Verbindung Eisenhydroxyd— 
Immunkdrper in ihre beiden Eomponenten ist nicht in vitro 
(physikalisch, chemisch), sondern nur im Tierorganismus auf 
biologischem Wege mdglich. 

3) Der so frei gewordene Immunkdrper verleiht bei Ueber- 
tragung auf einen zweiten Tierorganismus diesen den spezi¬ 
fischen Immunschutz. 
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Nachdruck verboten. 

[From the Department of Experimental Pathology in Cornell 
University Medical College, under the Huntington Cancer Re¬ 
search Fund of the General Memorial Hospital, New York.] 

“Vaccination” in Cancer. 

I. 

Vaccination in Human Cancer in the liQht of the experimental 
data upbn normal tissue and tumor immunity. 

By Arthur F. Coca. 

(Eingegangen bei der Bedaktion am 24. Marz 1912.) 

In relatively recent times the use of the term “vaccina¬ 
tion” has been extended to apply to the injection of killed 
cultures of pathogenic bacteria for the purpose of artificially 
inducing an active immunity against the living organisms. 
This procedure has usually been resorted to as a therapeutic 
measure during a sub-acute or chronic infection by the re¬ 
spective microorganism, sometimes, however, during an acute 
infection or as a prophylactic measure, such as in typhoid, 
cholera und bubonic plague. 

The rationale of this form of vaccination is as follows: 
it is assumed that in the course of a subacute or chronic 
bacterial infection the protoplasmic substances and excreted 
products of the micro-organisms find their way into the cir¬ 
culation of the infected individual in too small quantities to 
induce an immunity powerful enough to overcome the invaders; 
upon this assumption, therefore, it would seem theoretically 
correct artificially to supply to the body, in the manner re¬ 
ferred to, the needed antigenic stimulus. The prophylactic 
immunization requires no special explanation. 

If we inquire whether there are, in the literature dealing 
with the clinical and experimental study of malignant tumors 
and with the study of tissue cell immunity, any facts, which 
might justify the application of the vaccination therapy to the 
treatment of malignant disease in human beings, we find 
that such facts do exist in abundance. 
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Normal Tisane Immunity. 

Von Dungern 1 2 3 ) first demonstrated an immunity to 
tissue cells, with the production of cytolytic antibodies, for 
which purpose he used the tracheal epithelium of the ox. 
Whether these cytolytic antibodies were different from the 
hemolytic antibodies, which von Dungern was able also 
to demonstrate in the animal immunized against tracheal epi¬ 
thelium, cannot be determined with certainty from his ex¬ 
periments. The bearing of the studies upon the problem of 
tumor immunity was pointed out in von Dungern’s 
publication. 

Landsteiner*), Metchnikoff 8 ) and Moxter 4 ) were 
able to produce specific spermotoxic sera by the injection of 
the spermatozoa of foreign species, and Metalnikoff 5 ) was 
able to demonstrate a specific autospermotoxic serum in the 
guinea-pig after injecting testicular tissue derived from other 
guinea-pigs. One of the most striking of Metalnikoff’s ob¬ 
servations was of the fact that the testicular tissue of the animal 
whose blood contained a spermotoxin capable of destroying its 
own spermatozoa in vitro was not attacked in situ by the 
spermotoxin. Finally, Adler 6 ), in von Dungern’s labora¬ 
tory, obtained an autospermotoxic serum by injecting an emul¬ 
sion of the animals own testis, which had been removed by 
operation. Adler found, furthermore, that the autospermo¬ 
toxic serum, which he had produced in guinea-pigs, was active, 
also, against rabbits’ spermatozoa; that the spermatozoa of 
the immunized animals are not sensitized; that the autosper¬ 
motoxic sera are not hemolytic; and that the spermotoxins 
cannot be produced by the injection of other organs, such as 
liver or kidney. 

The significance that was attached to these experiments 
with testicular substance in their relation to the problem 
of tumor immunity, was apparently taken from them by 

1) Munch, med. Wochenschr., 1899. 

2) Centralbl. f. Bakt., 1899. 

3) Ann. de l’lnst. Pasteur. 

4) Deutsche med. Wochenschr., 1900. 

5) Ann. de Tlnst Pasteur, 1900, No. 9. 

G) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 3, 1910. 
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the later investigations of v. Dungern and Hirschfeld, 
Dunbar, and Gr&fenberg and Thies. 

v. Dungern and Hirschfeld 1 ) found that after an 
injection into rabbits of testicular substance a subsequent in¬ 
jection of the same material produced an exaggerated local 
reaction. This 'hypersensitiveness could be demonstrated 
usually after four days — once as early as the third day; it 
showed itself, upon the reinjection of rabbit’s testicular sub¬ 
stance or that of the ox, irrespective of whether the one or 
the other had been used for sensitizing; the reaction to sub¬ 
sequent injections of rabbit’s testicle was greater in animals 
sensitized with ox testicle than in those sensitized with rabbit’s 
testicle; and finally, the sensitization could be induced by 
injection of the animal’s own testicle and the allergetic re¬ 
action elicited by the subsequent injection of the same material, 
which had been kept frozen. These experiments show clearly 
that the testicle contains substances that are biochemically 
foreign to the rest of organism from which it was derived, 
and that some substances are possessed by the testicle of 
one species in common with that of other species. Schenk 2 ), 
in a relatively small series of experiments, was able to sub¬ 
stantiate most of these observations. 

Identical conclusions were reached in a larger study by 
Gr&fenberg and Thies 3 ), whose experiments differed from 
those of v. Dungern and Hirschfeld in that the general 
anaphylactic reaction (intravenous injection) was used as the 
indicator instead of the local effect (subcutaneous injection). 

The same results were obtained independently by Dun¬ 
bar 4 ). Dunbar studied the pollen of various plants by 
means of the reaction of complement fixation and was able 
to demonstrate a complete absence of biochemical relationship 
between the pollen of a plant on the one hand, its leaves 
and root on the other hand. The various pollens were like¬ 
wise shown to be unrelated among themselves. 

1) Centralbl. f. Bakt., I. Abt., Ref., Bd. 44, 1909, and Zeitschr. f. 
Immunitatsf., Bd. 4, 1910. 

2) Munch, med. Woehenschr., 1910, No. 17. 

3) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 4, 1910. 

4) Ebenda. 
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Similar investigations were made also by Dunbar with 
the sexual cells, male and female, of a number of species of 
fish, which were taken from fresh and salt waters. Here 
also the sexual cells were found to be unrelated to the other 
tissues of the same individual from which they were derived, 
though they exhibited some degree of biochemical relationship 
to the sexual cells of distant species. 

As we have observed, the significance that was attached 
to the immunization experiments with testicular substance in 
their relation to the problem of tumor immunity would seem 
to have been taken from them by the discovery that the testicle, 
by reason of its lack of biochemical relationship to the rest 
of the organism to which it belongs, occupies, apparently, a 
peculiar biological position among the body tissues. In other 
words the success of those immunization experiments does 
not necessarily justify any assumption regarding the outcome 
of similar attempts with the tissues of other organs or of 
tumors derived from them. But the well-known researches of 
Uhlenhuth 1 ) and those of Krusius 2 3 ), the former upon 
lens-tissue, the latter upon the horny substances of the body 
surface, indicated the possibility, if not the probability, that 
all epithelial cells are, in part at least, biologically foreign to 
the rest of the organism. This question has been definitely 
settled by the recent publication of Hal pern 8 ). Under the 
direction von Dungern, Halpern was able, by the use 
of the Bordet-Gengou reaction, the reaction of hem¬ 
agglutination and the anti-ferment reaction, to demonstrate 
antibody production in animals that had received injections 
of their own kidney, pancreas and spleen. 

It will be convenient here to refer to the other investi¬ 
gations bearing upon the question of organ-spezificity. A large 
series of experiments by H. Pfeiffer 4 * * * ), Pfeiffer and 


1) Festschrift zum 60. Geburtstage R. Kochs, 1903. 

2) Zeitschr. L Immunity tsf., Bd. 5, 1910. 

3) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd' 11, 1911, No. 5. 

4) Wiener klin. Wochenschr., 1909, No. 1 und 36. — Sitzungsbericht 

d. k. Akad. d. Wiss., Bd. 118, 1909. — Vierteljahresschr. f. gerichtl. Me- 

dizin, 1909. — Supplem.-Bd. iiber d. Tagung d. Gesellsch. f. gerichtl. Med. 

in Salzburg. 
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Mita 1 ), and further confirmatory studies by Mita 2 3 ) and 
others have been published to show that the second intra- 
peritoneal injection of the antigen into guinea-pigs that have 
been rendered anaphylactic by the previous inoculation, causes 
a temperature drop, from the extent and duration of which 
can be calculated the degree of intensity of the anaphylactic 
shock. By the use of this method of studying the reactions 
of immunity Pfeiffer 8 ) has been able to show a relative 
antigenic specificity of the different organ tissues of the same 
animal species. 

The organ specificity demonstrated by Pfeiffer’s experi¬ 
ments is, however, not necessarily an absolute one, since it 
is conceivable that all the different antigenic substances in 
each organ are present, in varying quantities, in all of the other 
organs, and that the apparent organ specificity shown by 
Pfeiffer’s technique is merely due to a quantitive prepon¬ 
derance in the different organs of one or another antigenic 
cell component. 

According to the experiments already cited, 
it is possible to produce a cytolytic immunity not 
only against the tissues of foreign species but 
also against the cells of animals of the same 
species, and furthermore, a similar immunity can 
be induced in an individual against certain of his 
own tissues. 

Tumor Immunity. 

The successful attempts to actively immunize animals 
against the inoculation of transplantable tumors also offer a 
rational basis for the application of the vaccine therapy to the 
treatment of human cancers. 

Immunity of greater or less degree has been produced 
in the mouse, the rat, the dog and the rabbit against many 
different kinds of tumor. 

It has been found that while the most marked degree of 
resistance to the development of transplanted tumor cells is 

1) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 4, 1910. 

2) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 5, 1910. 

3) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 8, 1911. 
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called forth by previous inoculation with the protoplasmic 
substances of the particular tumor under investigation, a good 
measure of resistance can be produced by the injection of 
normal tissues, adult or embryonal, provided they be of the 
same class as the tumor; i. e., epithelial or connective tissue 
as the case may be. 

The studies upon the phenomenon of resistance to tumor 
implantations have classified this resistance as natural and 
acquired. 

As to the nature of tumor immunity opinion is divided. 

By some writers both the natural and acquired resistance 
to tumor inoculations are looked upon as the effect of an 
active immunization against the tissues of the tumor. The 
animals exhibiting a natural resistance, i. e., to the first in¬ 
oculation, are thus assumed to react with sufficient vigor upon 
the first injection to cause the destruction of the tumor cells 
implanted at that time, even after they have begun to multiply. 
All species other than that to which the original tumor bearing 
individual belonged are naturally resistent and as a rule the 
transplantation of a tumor upon a race other than the one 
giving rise to the original growth but of the same species 
in quite unsuccessful. Finally, individuals of the same race 
as the original tumor bearer often resist primary inoculations. 

In some individuals, however, the degree of immunity in¬ 
duced by the first introduction of the tumor substances is not 
great enough to prevent the development of a tumor. That 
a certain degree of resistance had existed could be demon¬ 
strated by excising the growth that developed from the primary 
inoculation and making a second injection, this time with 
negative result. Such a resistance to second injections is 
spoken of an acquired tumor immunity. To this category, also, 
is referred the resistance which results from the previous in¬ 
jection of non-cellular tumor extracts or of normal tissues. 

As satisfactory as this explanation of tumor immunity 
seems to be, it cannot be denied that certain difficulties attach 
to it. 

One of these has been that even in highly resistant indi¬ 
viduals antibodies against the tumor substance demonstrable 
with the precipitin or complement fixation tests have not been 
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found. A s c o 1 i and I z a r J ), it is true, employing a technique 
of their own elaboration, the so-called meiostagmin reaction 
have discovered, in a certain proportion of cases, a qualitative 
difference between the sera of tumor animals and of normal 
animals. Whether this difference is due to the presence, in 
the sera of the tumor animals, of true antibodies has not 
been shown. 

The absence of demonstrable antibodies in animals that 
are immune to transplantable tumors offered support for the 
belief that their immunity is not due to cytolytic antibodies, 
but to some other, perhaps hitherto unknown, immunization 
process. 

v. Dungern has expressed the opinion that the de¬ 
struction of the tumor cells, at the second or succeeding in¬ 
oculations of his sarcoma of the wild hare was accomplished 
by non-specific substances such as are produced in a hyper¬ 
sensitive animal upon the introduction of the corresponding 
antigen. This opinion, which was based upon the observation 
of an increased (allergetic) local reaction upon the second in¬ 
jection of the tumor substances, was supported by a series 
of experiments in which a destruction of rabbit’s blood cor¬ 
puscles was shown when these were introduced with the tumor 
tissue at the second inoculation into rabbits. On the basis 
of these observations v. Dungern has outlined the anaphy¬ 
lactic theory of tumor immunity in general. 

What seems to be the first experimental evidence in support 
of the theory in its general application has been presented 
in the study from this laboratory by R. W eil *) on „The nature 
of tumor immunity in rats“; Weil, using the Flexner- 
Jobling adeno-carcicoma of the rat, found: 

1. That previous injection of filtered tumor juice immu¬ 
nizes rats to subsequent inoculations. 

2. Immunity may be established by injecting the juice 
immediately before inoculating the tumor, and it persists for 
4—5 weeks. 

3. Inoculations into immunized animals result regularly 

1) Miinch. med. Wochenschr., 1910, No. 8. 

2) Proceedings of the Society for experimental Biology and Medicine, 
New York, Vol. 9, 1911, p. 32. 
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in a greatly increased local inflammatory reaction. This allergetic 
reaction was elicited if the inoculation was made immediately 
after the immunizing injection, or within 4 or 5 weeks follow¬ 
ing it, and was also exhibited upon the inoculation of animals 
bearing necrotic tumors, such animals being likewise immune. 

In his preliminary communication Weil called attention 
to the possibility that the allergetic condition is not developed 
by the introduction of the tumor substances themselves, but 
is due to some concomitant infective agent. In view of this 
uncertainly, the interpretation of his results must still be held 
in suspense. A series of experiments by Yamanouchi 1 ) 
seemed to offer further support tov. Dungerns hypothesis. 
Yamanouchi reported that peritoneal injections of tumor 
emulsion in mice bearing tumors of the same strain, were 
highly toxic, whereas, similar injections into normal mice, or 
mice bearing tumors of a different strain, were innocuous. 
But Apolant 2 3 ) immediately repeated these experiments and 
failed entirely to confirm Yamanouchi’s results. 

However, Apolant’s failure to demonstrate a condition 
of hypersensitiveness in tumor mice cannot, by any means, 
be regarded as a contradiction of v. Dungern’s assumption, 
for, as has been shown by H. Ritz 8 ), the general anaphylactic 
reaction can be produced in mice only by intravenous injections. 
If the theory of tumor immunity advanced by v. Dun gem 
should be generally confirmed, the failure to demonstrate 
specific antibodies in immune animals by means of the pre¬ 
cipitin test and the usual reaction of complement fixation will 
be immediately explained; for, as was first shown by Slees- 
wijk 4 ), these reactions are not available for the demonstration 
of anaphylactic antibodies. 

Ehrlich 5 ), while recognizing an actively acquired form of 
immunity, as demonstrated in the resistance induced by treatment 
with normal organs and embryonic tissues, advanced as the 
most potent objection to the theory of tumor immunity by 

1) Compt. Bend. Soc. Biol., 1909, No. 16. 

2) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 3, 1909, No. 1. 

3) Ibid., Bd. 9, 1911, No. 3. 

4) Ibid., Bd. 2, 1909, No. 2. 

5) Verhandlungen der Deutschen Pathologischen Gesellschaft, 1908. 
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antibody production, the fact that up to the time of his writing 
passive immunization against tumor inoculations with the blood 
of immune animals had not been convincingly demonstrated. 
The subsequent experiments of v. Dungern 1 2 3 ), seem success¬ 
fully to meet this objection without, however, showing the 
nature of the antibodies concerned, for example, whether they 
are anaphylactic or cytolytic. 

A further objection, previously expressed by Ehrlich*), 
was based upon his observation that a mouse tumor trans¬ 
planted upon the rat and excised before retrograde processes 
had begun (8th to 10th day) could be successfully returned to 
mice, but would not grow at all in rats except after an inter¬ 
vening passage through the mouse. This fact, Ehrlich said, 
could not be explained under the known forms of immunity 
and on the basis of that discrepancy he elaborated his well- 
known theory of athreptic 8 ) tumor immunity. 

v. Dungern and Werner 4 * ) attempted to harmonize 
Ehrlich’s observation with the facts of cytolytic immunity 
by assuming that by the eighth to the tenth day of their 
sojourn in the alien host, the mouse tumor cells had absorbed 
the antibodies, which were supposed to have been produced 
after the usual incubation period, in quantity sufficient to render 
the cells vulnerable to the relatively large amount of rat com¬ 
plement with which they are brought into immediate relationship 
upon further transplantation upon rats; the absorption of the 
antibodies, however, had not sensitized the cells to the in¬ 
fluence of mouse blood. 

This view is supported by a number of considerations. 

The first consideration has to do with the nature of the 
active immunity in foreign species, which was first demon- 

1) Zeitschr. f. lmmunitatsf., Bd. 5, 1910. 

2) Arbeiten aus dem Konigi. Institut fur experimentelle Therapie, 
Frankfurt 1906—1908, also Zeitschr. f. arztL Forth., Bd. 3, 1906. 

3) Two ways of spelling this word are met with in the literature on 
the subject; i. e., with and without the use of the letter “h”. The word 
is derived from the Greek Tpecpw whose root according to rule is found in 
the aorist which is s&peipa. For this reason the letter “h” should be 
retained as it was by Ehrlich, who invented the word. 

4) v. Dungern and Werner, Das Wesen der bftsartigen Ge- 

schwiilste, p. 118. 
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strated by Ehrlich 1 ) and referred by him to the formation 
of specific antibodies. Although, as has already been stated, 
the reactions of specific precipitation and complement fixation 
have failed to demonstrate antibodies in animals that are 
actively immune to tumor inoculation, yet the experiments of 
Lambert and Hanes 2 3 * ) on the cultivation of tumor cells 
in blood plasma lend considerable strength to the assumption 
of a cytotoxic antibody immunity in immunized animals of 
foreign species. 

These writers have shown that whereas the cells of the 
mouse sarcoma used in their studies can be cultivated in the 
normal plasma of rats and guinea pigs, the same cells will 
not grow at all, or very feebly in the plasma of individuals 
of these foreign species that have previously received injections 
of the mouse sarcoma. These investigations demonstrate, 
therefore, a cytotoxic power on the part of the plasma of 
actively immunized animals of foreign species. Such a cyto¬ 
toxic power had previously been found by the same authors, 
to be entirely wanting in the plasma of immunized animals 
of the same species 8 ); i. e. rat sarcoma cells could be 
readily cultivated in the plasma of rats immunized against 
rat sarcoma. 

In accordance with these facts, then, it is conceivable, from 
the standpoint of the antibody theory of tumor immunity, that 
the destruction of tumor cells in the immunized animal of foreign 
species is due to a direct cytotoxic action by the immune 
substances with the aid of complement, whereas, in immune 
animals of the same species the cell destruction is brought 
about indirectly; i. e. through the injurious influence of 
the products of a local anaphylactic reaction (v. Dungern- 
Weil). 

It is known, in the first place, that the mere absorption 
of specific cytolytic antibodies by living cells does not interfere 
with the subsequent growth and multiplication of those cells; 


1) Loc. cit 

2) Joura. Exper. Med., Vol. 14, 1911, No. 5, p. 453. 

3) Journ. Exper. Med., Vol. 13, 1911, p. 505. 

Zeitschr. f. ImmtmiUUfonchung. Ortg. Bd. XIII. 35 
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furthermore, it is a well established fact that the cells of one 
animal that have been sensitized with the cytolytic antibodies 
produced against them in another animal are much less sus¬ 
ceptible to the complementary activity of the serum of the 
animal from which they originate than to that of the immunized 
animal. Applying these facts to the interpretation of Ehrlich’s 
“zig-zag” experiment it could be assumed that eight days after 
inoculation into the rat, the mouse tumor cells have absorbed 
sufficient specifically produced antibodies to render them vul¬ 
nerable to the relatively large amount of rat complement 
with which they are brought into immediate relationship 
upon further transplantation upon rats, but are not injured 
by mouse blood when they are introduced into the latter 
animal. 

However, the foregoing explanation has been rendered 
nearly superfluous by the observation ofRitz 1 ), that whereas 
rat’s blood possesses considerable complementary power, this 
function is only partially represented in mouse’s blood. Ritz 
found, namely, that only the “mid-piece” of complement can 
be demonstrated in mouse’s blood, not the “end-piece”. 

The crux of the argument relating to v. Dungern and 
Werner’s explanation of Ehrlich’s zig-zag experiment 
lies in the question whether the mouse tumor cells could 
have absorbed a quantity of antibody from the circulation of 
the first rat sufficient to sensitize them before enough rat 
complement could have been taken up to cause their entire 
destruction. Ehrlich answers this question with an emphatic 
negative. 

In this connection, we would call attention to the well- 
known fact that the antibody content of immune blood is 
usually much greater than its complement content. The pro¬ 
portional content of these two elements is often as wide as 
50 to 1. Since the blood, excepting in hemorrhage, does not 
have direct access to the growing tumor cells, it would seem 
permissible to assume with v. Dungern and Werner that 


1) Zeitsehr. f. Immunitatsf., Bd. 9, 1911, No. 3. 
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neither the antibodies nor complement which are present in 
the blood stream are immediately available for absorption by 
the tumor cells but require a certain amount of time to 
pass through the capillary walls; so that even if the pro¬ 
portions of these two elements are preserved in the tran¬ 
sudate, the sensitization of the tumor cells may conceivably 
be complete before a lethal amount of complement has been 
absorbed. 

The study of Lambert and Hanes 1 ) upon “The Culti¬ 
vation of tissue in plasma from alien species”, furnished im¬ 
portant information bearing upon the question of “athrepsie” 
in natural tumor immunity. The results obtained by these 
authors show first, that tumor cells may continue to grow in 
the normal plasma of foreign species for as long as thirty 
days; that is, long after the same cells would have ben de¬ 
stroyed if they had been inoculated into an animal of the 
species from which the plasma was obtained. Second, that 
the viability of the tumor cells in plasma culture depends upon 
the species from which the plasma was derived. We are unable 
to harmonize the athreptic theory with these facts. The fact 
that tumor cells can be cultivated in a heterologous plasma 
beyond the time at which, in the corresponding inoculation 
experiment, they would have succumbed, points to a change 
in the blood of the inoculated animal after a definite latent 
period, which change does not take place in the plasma in 
vitro. The observation seems to be quite incompatible with 
the conception that the natural resistance to tumor implan¬ 
tations in foreign species is due to a failure on the part of 
the foreign organism to supply an indispensable specific food 
stuff. Furthermore, the demonstration by Lambert and 
Hanes 1 ) of a close parallelism between the hemolytic action 
of the alien sera and their inhibitory influence upon the growth 
of the tumor cells makes it probable that the natural immunity, 
in some animals, to implantations of the tumor which they were 
using, is due to a destructive action on the part of the foreign 
blood rather than to any athreptic influence. 


1) Journal of Exp. Med., Vol. 14, 1911, No. 2. 
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Ehrlich invokes the theory of “athrepsie” for the expla¬ 
nation not only of natural tumor immunity but also of the intra- 
racial resistance to inoculation seen in some animals that 
already bear rapidly growing tumors 1 ), and of his own ob¬ 
servation 2 3 ) that the percentage of metastases from slowly 
growing tumors is relatively much greater than it is from rapidly 
growing ones. Furthermore, Apolant 8 ), in Ehrlich’s in¬ 
stitute, has seen the influence of “athrepsie” in the increased 
rapidity of growth that is so often observed in the recurrent 
growths after operation and in the frequent failure of meta¬ 
static deposits to develop until after the larger tumor mass 
is removed by operation. 

The athrepsie which is thought to be operative under 
these conditions is brought about by circumstances that are 
entirely different from those which cause the athrepsie assumed 
for the natural resistance to tumor implantations into foreign 
species. The determining causative factor underlying the 
phenomena just described is held to be not the absence of a 
specific food stuff, but an unequal “avidity” of the “nutri- 
ceptors” of the different tumor cells, as a result of which, 
the tumor cells bearing “receptors“ of greater avidity deprive 
the other cells i. e., the cells of the metastatic deposists and 
those of the second inoculation of nourishment sufficient to 
maintain growth. 

We are unable to see why the resistance to the inocu¬ 
lations made in tumor-bearing animals cannot be referred to 
an active immunity, the existence of which, by the way, must 
be admitted in many of the animals of the double-inoculation 
series of Apolant 4 ). 

As paradoxical as it may seem, the fact, nevertheless, 
remains established by the clear experiments of v. Dun gem 5 ) 
that an absolutely protective active immunity to the implant- 


1) Verhandlungen d. Deutschen Path. Gesellsch., 1908. 

2) Verhandlungen d. Deutschen Path. Gesellsch., 1809, p. 18. 

3) Zeitschr. f. Immunitatsforsch., Bd. 10, 1911, No. 1 and 2. 

4) Zeitschr. f. Immunitatsforsch., Bd. 10, 1911, p. 103. 

5) Zeitschr. f. Immunitatsforsch., Bd. 2. 
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ation of a highly virulent sarcoma may exist in the presence 
of a vigorously growing tnmor of the same strain. This was 
readily demonstrated by completely excising the tumor resulting 
from the first inoculation at the heighth of its develop¬ 
ment The subsequent inoculation was fruitless. Apolant 1 ) 
wishes to exclude from the discussion of tumor immunity all 
the evidence obtained from v. Dungern’s studies upon 
the wild hare sarcoma. His objections seem to imply that this 
sarcoma is infectious in nature although v. Dun gem, by 
a brilliantly conceived method, proved beyond question the 
true tumor nature of the transplanted growths. 

Ehrlich’s observations regarding the percentage of 
metastases from slowly growing and from rapidly growing 
tumors were not confirmed by Bashford, Murray and 
Haaland 2 3 * ), who met with a reversed relationship. 

The evidence offered by the increased rapidity of growth 
in the recurrences after operation is far from being such a 
convincing example of an athreptic influence as Apolant con¬ 
tends. We have only to recall the many instances of greatly 
increased rapidity of growth following trauma without operation, 
and the fact that the increased rate of growth remains in the 
recurrence even after it has passed the size of the original 
tumor, in order to recognize the inapplicability of the athreptic 
theory to this phenomenon. 

There remains, after all, but one phenomenon of tumor 
development that apparently, is quite refractory to any appli¬ 
cation of the principles of antibody immunity. That pheno¬ 
menon is the common observation that the metastatic growths 
develop more frequently after operation than before, and it 
is seen both in human tumors and in the transplantable 
tumors 8 ) of lower animals. While the theory of athreptic 
immunity seems to offer here a most plausible explanation, 
another possibility must not be forgotten; namely, that at the 


1) 1. c. 

2) 3rd Scientific Report Imperial Cancer Research Fund, 1908, p. 386. 

3) Clunet, Recherches exp4rimen tales sur les tumeurs malignes, 

Paris 1910. 
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time of the operation there could have been a mechanical 
distribution of tumor cells from the original tumor, or that 
tumor cells, that had already found their way to neigh¬ 
boring lymph-glands might be stimulated to growth by the in¬ 
flammatory processes, which accompany the healing of the 
surgical wound. 

The doctrine of “food receptors of unequal avidity”, was 
promulgated independently by Ehrlich 1 ) and Albrecht 2 ) 
as an explanation of the nature of malignant growth and 
was used by Ehrlich to explain why most spontaneous 
tumors are not transplantable into other individuals of the 
same race. 

In this capacity also, the athreptic theory is in disagree¬ 
ment with experimental facts. The extensive experiments of 
Murray 8 ) and Haaland 4 ) with spontaneous mouse tumors 
render the hypothesis of Ehrlich and Albrecht quite un¬ 
tenable 5 ). 

As we have already remarked, the results of the experi¬ 
ments dealing with the question of immunity to transplan¬ 
ted tumors seem to point the way to the application of a 
rational vaccination therapy in human cancer. It must be 
conceded, however, that the conditions under which the trans¬ 
planted tumors are studied may be entirely different from 
those surrounding the development of the spontaneous tumors, 
which, as the London investigators have shown, so closely 
resemble the corresponding human cancers. This consideration 
applies not only to tumors transplanted upon foreign races or 
species, but to those transferred to other individuals of the 
same race. The studies of Landsteiner 6 ) and v. Dun- 
gem 7 ) reveal unexpected differences in the biochemical 
structure of the blood from different individuals of the same 


1) Arbeiten aus d. Kgl. Inst. f. exp. Therapie, Frankfurt 1906—1908. 

2) Verh. der Path. Gesellsch. zu Meran, 1906. 

3) 3rd Scientific Report of the Imperial Cancer Research Fund, p. 69. 

4) 4th Scientific Report of the Imperial Cancer Research Fund, p. 62. 

5) See also Bashford, ibid. p. 187. 

6) Wien. klin. Wochenschr., 1901. 

7) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 4, 6 and 8, 1910. 


ty Google 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



“Vaccination” in Cancer. 


539 


race, in the light of which the results of immunization experi¬ 
ments obtained with transplanted tumors must be seriously 
discounted. 

• The observations of Bashford 1 2 3 ) and his co-workers, 

upon tumor immunity in relation to the spontaneous tumors 
seem actually to set at naught all that has been learned in 
the study of resistance to transplanted tumors. It was found, 
first, that animals bearing spontaneous tumors were not resistant 
to the inoculation if transplantable tumors, and secondly, that 
a spontaneous tumor may develop in an animal that has been 
repeatedly shown to be immune to inoculable tumors both 
before and after the appearance of the spontaneous growth. 
The latter observation has been confirmed by Thor el *). The 
same important objection must be urged against those reported 
experiments in lower animals whose purpose has been the 
cure of transplanted tumors, and whose results, but for that 
objection, would seem directly to favor the application of 
vaccination therapy to the human disease. We refer to the 
experiments of Clowes 8 ), Clowes and Baeslack 4 ), 
v. Dungern 5 ), Gay 6 ) and Blumenthal 7 ). 

The preceding review of the experimental studies concerning 
normal tissue and tumor immunity may be more briefly sum¬ 
marized as follows: 

I. Antibody production has been demonstrated: 

a) Against various tissue cells of foreign species. 

b) Against certain of the individuals own tissue cells. 

1) By injection of tissues of other individuals of 
the same species. 

2) By injection of tissues of the same individual. 


1) 3rd Scientific Report, Imp. Cancer Research Fund, 1908. 

2) Centralbl. f. allgem. Path., 1908, No. 10; Verh. d. Deutschen Path. 
Gea. zu Kiel, April 1908. 

3) Johns Hopkins Hosp. Bull., April 1905. 

4) Medical News, Nov. 18, 1908. 

5) Zeitschr. t. Immunitatsf., Bd. 2. 1909. 

6) Joum. of Med. Research., Vol. 20, 1909. 

7) Med. Klinik, 1910, No. 50. Revue g4n. des Sc., 1907, p. 1004. 
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II. A distinct biochemical relationship has been shown to 
exist between the homologous tissues of different 
species of animal, while on the other hand a relative 
organ specificity has been found in the various tissues 
of the same species. 

III. Resistance to tumor inoculations is natural and acquired. 
As to the nature of this resistance there are two 
general hypotheses: 

a) that both forms are active and dependent upon the 
development of specific antibodies. The usual bio¬ 
logical tests of complement deviation and specific 
precipitation fail to show the hypothetical antibodies, 
though a distinct cytotoxic influence can be demon¬ 
strated in the plasma of animals of foreign species 
that have been actively immunized against a tumor. 
The mechanism of the antibody immunity has been 
conceived as directly cytotoxic through the coope¬ 
ration of complement, or indirectly destructive 
through the influence of the local allergetic reaction. 

b) that the natural resistance is due to the failure of 
the inoculated animal to supply to the transplanted 
tumor cells a hypothetical specific foodstuff without 
which the tumor cells cannot grow. This explanation 
of tumor immunity, which is known as the “athrep- 
tic” theory, has been applied, also, in different form, 
to certain manifestations of the acquired resistance 
to tumor implantations. The available evidence 
upon the nature of tumor immunity offers no proof 
of the existence of an athreptic influence as a deter¬ 
mining factor. The theory is incompatible with 
certain observations and at best has but a limited 
applicability. 

IV. An animal immunized to one tumor may also have 
acquired an immunity to other tumors (pan-immunity) 
but an animal that has developed a spontaneous tumor 
may not be immune to a transplantable tumor, and 
vice versa, an animal thoroughly immunized to a 
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transplanted tnmor, maj subsequently develop a spon¬ 
taneous tumor. 

V. The “cure” of a growing transplanted tumor has 
apparently been effected by the further injection of 
the tumor tissue. 

It is a pleasure to acknowledge the valuable assistance 
of Dr. Richard Weil which has been freely given to the 
writer during the preparation of this paper. 

Zusammenfassung. 

Die Ergebnisse der experimentellen Studien tiber die 
Immunit&t gegen normales und bOsartig wachsendes Gewebe 
kOnnen wie folgt kurz zusammengefaBt werden. 

I. Die Bildung cytolytischer AntikOrper ist demonstriert 
worden: 

a) gegen verschiedene Gewebszellen fremder Arten; 

b) gegen gewisse Gewebszellen des eigenen KOrpers, 

1. durch Injektion von Geweben anderer Individuen 
derselben Tierart; 

2. durch Injektion von Geweben desselben Indi- 
viduums. 

II. Gezeigt worden ist einerseits eine ausgesprochene 
biochemische Verwandtschaft unter den homologen Geweben 
verschiedener Tierarten, und andererseits eine relative Organ- 
spezifizit&t unter den verschiedenen Geweben derselben Art. 

III. Die Resistenz gegenfiber Tumorflbertragungen ist 
nattirlich oder erworben. 

Zur Erkl&rung der Natur dieser Resistenz sind zwei Hypo- 
thesen aufgestellt worden. 

a) Nach der ersten Hypothese sind beide Formen der 
Immunit&t aktiv und beruhen auf der Bildung spezifischer 
AntikOrper. Es ist nicht gelungen, mittels der Methoden 
der Komplementablenkung und der spezifischer Pr&zipitation 
die angenommenen AntikOrper nachzuweisen. Es ist aber 
eine cytotoxische Wirkung des Plasmas immunisierter Tiere 
fremder Art gezeigt worden, die dem Plasma unbehandelter 
Tiere fehlt. 
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Der Mechanismus der AntikSrperimmunitflt gegen Tumoren 
kfinnte als eine direkte cytotoxische Wirkung (Ambozeptor- 
Komplement) aufgefaBt warden, oder aber als ein indirekter 
Effekt einer lokalen, allergetischen Reaktion. 

b) Der zweiten Auffassung nach wird die natfirliche Re- 
sistenz durch das Fehlen eines hypothetischen unentbehrlichen 
N&hrstoffes in dem eingespritzten Tier zustande gebracht. 

Diese ErklSrnng der Geschwulstimmunitftt, die als die 
w athreptische u Theorie bezeichnet wird, ist in etwas anderer 
Form auch znr Erklftrung gewisser Manifestationen der er- 
worbenen Resistenz gegen Tumorimpfnngen angewandt worden. 

Unsere heutige Kenntnis fiber das Wesen der Geschwulst- 
immunit&t bietet bis jetzt keinen Beweis von der Existenz 
eines athreptischen Einflusses als ein entscheidender Faktor. 
Die Theorie l&Bt sich mit gewissen Beobachtungen nicht ver- 
einigen nnd hat im besten Falle nur eine beschr&nkte An- 
wendnng. 

IV. Ein Tier, das gegen einen transplantablen Tumor 
immnnisiert worden ist, kann auch gegen andere transplantable 
Tumoren immun geworden sein (Panimmonitftt); ein Tier, das 
einen Spontantumor trfigt, kann gegen einen verimpfbaren 
Tumor empfanglich sein und auf einem Tier, das gegen einen 
verimpfbaren Tumor sicher immun ist, kann sich ein Spon¬ 
tantumor entwickeln. 

V. Die weitere Injektion eines verimpfbaren Tumors 
scheint die Heilung eines schon bestehenden Tumors zur 
Folge gehabt zu haben. 
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(Eingegangen bei der Redaktion am 24. Marz 1912.) 


The experimental data bearing upon the question of tumor 
immunity offer little encouragement to the advocate of vaccin¬ 
ation in the treatment of cancer. On the other hand, the re¬ 
ported results of such treatment in human beings, which were 
available at the time we began the present investigation seemed 
to indicate that further attempts at active immunization were 
justified in the human disease. 

Of those who had put the principles of vaccination into 
practice in malignant disease Le Bertrand 1 2 3 ) and Coca 
and Gilman 8 ) had reported apparently successful results 4 * ). 

1) We take pleasure in acknowledging our obligation to the gentlemen 
of the H. K. Mulford Co., for their generous support of this investigation. 
The entire expense involved by the experiments, including the equipment 
of a special laboratory, was borne by this firm. Our thanks are due, also, 
to the members of the scientific staff of the company for many helpful 
suggestions and other kindnesses. 

2) Annal. de la Soc. de M4d. d’Anvers, Oct-Nov.-Dec. 1909. 

3) Philippine Joura. of 8c., Med. Sect., Dec. 1909. 

4) von Leyden and Blumenthal (Deutsche med. Wochenschr., 

Bd. 28, 1902) believed that in three cases, as a result of a similar treatment, 
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LeBertrand described one case apparently cured, after 
a long course of alternate injections of small quantities of an 
emulsion of carcinoma cells and of a glycolytic ferment. These 
injections were made at intervals of four days. During the 
first six weeks of the injections the tumor increased steadily 
in size and the treatment was then discontinued. After an 
interval of two months the injections were resumed and during 
the succeeding course of the treatment, which suffered an 
interuption of one month, a large cauliflower-like mass and 
numerous other nodules of lesser size disappeared. The patient 
was exhibited before the International Congress at Paris in 
September 1910 still apparently free from the disease. 

Coca and Gilman studied the effect of injections of 
large quantities (3—15 grams) of emulsified tumor tissue, re¬ 
peating the injections at intervals of about two weeks. Of 
the fourteen cases forming the basis of their preliminary report, 
two may be considered as being of special significance. 

The history in full of these cases is as follows: 

Valentin Noguera, Iloilo, Panay, 13 Calle Rosario, age 40 years, 
married? Hospital Number: 8442*). 

Clinical Diagnosis: December 7, 1909, — Carcinoma of the neck 
arising from the Branchial Arch. 

Present illness: Began 8 months ago with slight difficulty in swallowing 
solid food, followed by general pain in a couple of months, that radiated 
over the tongue and the back of the mouth. At this time (six months 
before admission) the patient noticed a small hard mass about 1.5 cm. in 
size in the upper, outer part of the right side of the neck. This was 
painless when first noted and was not very freely moveable. It increased 
quite rapidly in size until swallowing became very difficult, the mass 
measuring about 5 cm. in diameter. An operation for its removal was then 
performed by Dr. Gonzales of Iloilo. The growth recurred immediately 
and during the past two months the tumor has grown still more rapidly, 
so that the patient has now great difficulty in swallowing even liquids. 
He has lost greatly in weight. 


metastases were prevented, and affected lymph glands were reduced in size. 
Still more recently Rovsing (2nd International Conference for the study of 
Cancer, Paris 1910) has reported remarkable improvement — disappearance 
of tumor nodules, and of cachectic symptoms — in a few cases of sarcoma 
under similar treatment. 

1) For the clinical history, notes of the operation etc. of these cases 
we are indebted to Dr. P. K. Gilman. 
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Physical Examination: The patient is emaciated. There is an ovoid 
tumor mass projecting below the angle of the jaw on the right side. This 
prominent mass measures 7X4 cm., is of a uniformly dense consistence, 
and is attached, though not firmly, to the overlying skin. It is absolutely 
immoveable, being bound firmly to the deep structures of the neck and 
ramus of the jaw. One extension of the tumor in the submaxillary region 
forms another less prominent nodule 3 cm. in diameter which projects 
somewhat above the level of the jaw and cheek. Enlarged glands cannot 
be made out as the entire side of the upper neck is indurated. 

Operation December 7,1909, by Dr. P. K. Gilman. Ether. Removal 
of the greater portion of the tumor. Two weeks have elapsed since ad¬ 
mission, during which time forced milk diet and tonics have built up the 
patient’s strength a little. A hurried operation is demanded as the patient’s 
condition is not good. 

The jugular vein is tied and excised, and the carotid artery clamped 
with Crile’s clamp. The stemo-mastoid muscle is dissected up with the 
tumor from below as cleanly as possible. The lower portion of the parotid 
is removed and a portion of the submaxillary gland. The tumor is intimately 
adherent to the wall of the carotid and can not be dissected free as it 
surrounds the bifurcation completely. As little as possible is left adhering 
to carotid bifurcation. The facial nerve is seen and cut as it is buried in 
the tumor. The 10th nerve is also surrounded, but with considerable diffi¬ 
culty is dissected free, the tumor having invaded only the nerve sheath. 
A portion of the tumor extending upward over the submaxillary gland 
behind the jaw is cut across and a mass measuring about 3 X 2.5 cm. 
across the base extending up behind the jaw is left unexcised, as it is 
impossible to perform a more complete operation without endangering the 
life of the patient. Another mass is left at the angle of the jaw, this mass 
being somewhat smaller than the one in the submaxillary region. 

Immediately after the operation, 20 grams of the tumor material are 
ground up with 20 c. c. of sterile physiological salt solution and centri- 
fugalized. To the decanted supernatant fluid is added 5 % carbolic acid 
to a concentration of ‘/» */*• Two hours after the addition of the anti¬ 
septic one half of the decanted fluid is injected in two portions sub¬ 
cutaneously over the abdomen. 

December 8, 1909. There is some increase in the local temperature 
over both injected areas and the overlying skin is somewhat reddened. No 
induration is present. 

December 27th, 1909, the unexcised tumor masses have apparently 
diminished greatly in size. No infection has followed the injections. 

January 8, 1910: The anterior nodule in the region of the 
submaxillary gland appears to have begun to grow again 
and is practically level with the ramus of the jaw. There is 
also a hard thickened ridge extending vertically along the 
anterior border of the sterno-cleido-mastoid muscle about 
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10cm. in length. The skin dver this mass is firmly adherent 
to the tumor. 

On January 2nd a large tumor, probably derived from the epithelial 
vestiges of the branchial arch was removed from the neck of a Filipino 
50 yrs. of age. The man died during the night following the operation. 
The tumor was sent at once to the cold storage plant, where it was kept 
frozen. On January 6th, 60 grams of this tumor tissue were ground up 
without the addition of salt solution, being passed only twice through the 
vaccine grinder. After centrifugalization 25 c. c. were decanted, to which 
2.7 c. c. 5 % carbolic acid were added, that is, in a final concentration 
of Vi °/ 0 . The fluid was kept in the ice box at 7 0 C. until January 8th, 
when 10 c. c. were injected in three portions subcutaneously over the ab¬ 
domen in the present case. 

January 10, 1910: The anterior tumor nodule measures 
4X3.5 cm. is hard and immovable. 

January 17, 1910: The patient feels sick today and complains that 
the injected areas have been very painful for two days. The anterior 
tumor mass is softer and definitely smaller. 

January 20, 1910: The tumor mass in the submaxillary 
region today has nearly disappeared, measuring at most, 
by making very free allowance 2 cm. in its largest diameter. 
It is soft and fairly moveable. The patient feels well today and 
there is no pain in any of the injection spots. Appetite is good; he is 
gaining in weight. 

January 22, 1910: The 2 cm. mass has practically dis¬ 
appeared. Since the last examination the hard, thick, ver¬ 
tical ridge referred to in the note of Jan. 8th has almost 
disappeared, leaving only a mass 3X2.5 cm. at the upper 
insertion of the sterno-cleido-mastoid muscle. In the neck 
below this vestige no evidence of the former almost carti¬ 
laginous mass remains. 

January 24, 1910: The area in the submaxillary region is about the 
same as at the last examination; the mass along the stemo-mastoid 
measures 2.5 X 2.2 cm. The neck is otherwise normally soft. 

January 29, 1910: Operation: The indurated areas were exposed and 
practically nothing but scar tissue was found with a few “nests” of 
cellular tissue. The patient took ether badly and collapsed during the 
short operation. 

February 1, 1910: The patient is not in good condition and the heart 
has not recovered from its sudden break during the operation. Considerable 
cyanosis of the lips and finger tips is present and the patient is very weak. 
The neck is healing well. 

February 2, 1910: The patient died suddenly during the night. 

Microscopical examination of sections made from the 
scar tissue, which was removed at the last operation, revealed 
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a coarse reticulum of fibrous tissue, in the meshes of which 
were found nests of large epithelial-like cells in all stages of 
degeneration and necrosis, together with lymphoid cells and 
macrophages. 

Jos4 Composano, Widower, age 51 yrs. Navatas, Rizal Province; 
boatman; admitted April 26th, 1909. Hospital Number 7052. 

Clinical Diagnosis: Carcinoma of the right buccal mucosa with in¬ 
volvement of the lips, the sublingual and submaxillary glands and the 
lymphatic glands of right neck. 

Complaint: Pain in the right cheek. 

Personal History: Smallpox with abscesses; hematuria; “beri-beri”; 
dysentery; hydrocele; gonorrhea. 

Present Illness: The present trouble is a recurrent growth, the patient 
having been operated upon for the primary growth one month ago in this 
hospital. No vaccine was given after this first operation. One week ago 
the patient began to feel shooting pains in the scar of the previous oper¬ 
ation, which pain has become continuous. With his tongue the patient 
can feel a hard mass inside the right cheek. 

Physical Examination: The general condition and appetite are good 
and bowels are regular; there is a slight cough. The cicatrix on the right 
cheek, extending from the angle of the mouth nearly to the ramus of the 
jaw is markedly thickened and indurated with an irregular, firm growth, 
which is broken down and ulcerated at one point near the mouth angle. 
The base of the ulcer is deep and appears punched out; the edges are 
rounded and hard; the ulcer is about 4 mm. in diameter. A second linear 
cicatrix running at right angles to the first and extending downward over 
the neck, marks the field where the glands on the right side of the neck 
were removed on May 1st, 1900. 

Second Operation, June 14, 1909: At the second operation 
only a portion of the growth was removed to be used in 
making a vaccine, as so much tissue had been sacrificed at the 
previous one, that a plastic operation the second time was impossible. 

June 16, 1909: The tumor tissue, which had been kept in the ice-box 
at 7° C, is dissected away from the surrounding skin, mucous membrane 
and fat, and incised. By the incision a small cavity is opened which 
contains a cheesy, yellow material. The contents are scraped out and the 
cavity washed with sterile salt solution. 

The entire quantity of malignant tissue weighing 10 grams is ground 
up with 3 c.c. of glycerin and 20 c.c. of sterile salt solution. The resulting 
thick emulsion is centrifugalized for one hour and 15 c. c. of the supernatant 
fluid are decanted. Carbolic acid is added to the decanted fluid in ‘/* % 
concentration and two hours later 7 c. c. are injected subcutaneously in 
one portion in the back. The remaining portion is kept in the ice-box at 
7° C to be used for the second treatment 
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June 17,1909. There is a slight induration about the area of injection 
in (he back and the area is exquisitely tender. The patient is up and 
walking about The temperature before the injection was about 37.8 degrees C. 
To day it has risen to 38.8 degrees. 

June 18: The back is still very tender and reddened superficially for 
some distance about the site of injection. (Probably infection.) Temperature 
38.8° C. 

June 21st: The injection spot is very slightly tender. The area 
measures about 8:5 cm. and is little if at all elevated. There is no en¬ 
largement of the glands in the left axilla. The temperature is normal. 

June 24th: The face is healing well and the wound is not painful. 
The skin edges are clean. The indurated area in the back is smaller, 
measuring about 4 cm. in diameter; it is firm, freely moveable over the 
thorax, and very slightly painful on firm pressure. The left axillary glands 
are somewhat more readily palpable than the right. 

June 30th: The temperature remains normal. The patient is given 
a second injection of the remaining half of the tumor preparation (7.0 c. c.) 
into the back on the right side over 10th rib, 10 cm. from the midline. 

July 1st: There has been no rise in temperature. The injected area 
in the right back is painful to touch. The skin is not reddened over it 
and there is no induration at present. 

July 3rd: The wound in the face is entirely healed with the exception 
of a small opening back of the new angle of the mouth which connects 
with the buccal cavity. The cheek is not indurated except along the scar; 
there is no sign of recurrence. The first injection spot is still somewhat 
indurated though much smaller and not painful. The second injection 
spot is not tender and is much less indurated than the first was. The 
glands in the left axilla are still enlarged; those in the right axilla are 
apparently unaffected. 

July 7th: The wound in the face is healing well and the opening in 
the cheek is granulating cleanly. 

August 18th: The patient is discharged: the face is entirely 
healed and there are no signs of recurrence. He promises to 
return if the face becomes "sore” again. 

March 3, 1910: Since leaving the hospital the patient has failed to 
report regarding his condition. He was visited at his home today. He 
appears to be perfectly well and there is no sign of recurrence. 
The cheek is soft and flexible and is not thickened. On the lower lip 
opposite the involved cheek is a small ulceration which, however, shows no 
evidence of malignancy. 

June 1, 1910: Inquiry after the patient elicited the fact that he is 
apparently well and is visiting friends in the provinces. 

Histological examination of the tumor showed it to be a typical 
carcinoma. Pearly bodies were absent 
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Technique. 

Since our purpose was to introduce a large quantity of 
the tumor substances in, as nearly as possible, an unaltered 
condition we have followed the procedure of Coca and 
Gilman, sometimes, however, injecting the entire material 
(after passing it through a Baird and Tat lock Vaccine 
machine) without centrifugation. The machine and all glass¬ 
ware were sterilized in the autoclave; the dissecting instruments 
were boiled in a 1 % NajC0 8 solution; the table on which 
the tissue was ground was first flooded with 5% carbolic 
acid and then covered with wet sterile sheets; the operators 
wore sterile gowns and gloves. One or two hours before 
the preparation of the vaccine was begun the floor and wood¬ 
work of the room were flooded with water and kept continually 
wet during the operation. By this means the number of the 
air bacteria was reduced by about 90 %• 

Under these conditions, vaccine that had been made 
from a sterile tumor without the addition of any antiseptic 
remained sterile after ten days. Following the recommendation 
of Coca and Gilman, x /j % of carbolic acid was added to 
the preparations that were made from surface growths. Over 
sixty injections were made in Manila of vaccine derived from 
various sources, always with the addition of */, % carbolic 
acid, and although bacteria were practically always present 
in the material used, the few infections that resulted were 
always localized to the injections sites and general septic 
symptoms were rare and very mild. This freedom from severe 
infection was ascribed to the influence of the antiseptic, which, 
while not sufficient to sterilize 1 ), was still thought to be 
capable of reducing the vitality and virulence of the micro¬ 
organisms present. 

The fallacy of this assumption was soon apparent in the 
earlier Philadelphia cases, for in a number of instances severe 

1) While l /» # /o Carbolic acid will quickly sterilize a bouillon culture 
of bacteria, this concentration of the antiseptic is too weak to kill the same 
microorganisms in the highly proteid emulsion represented by the tumor 
vaccine. 

Zeitschr. f. Inmmnitfttfortchong. Orig. Bd. XIII. 30 
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streptococcic infection followed the injection of tnroor pulp 
that had been in contact, for at least twenty-four hours, with 
V 2 % Carbolic acid. 

The only apparent alternative conclusion was that 
streptococcus pyogenes occurs with relative in¬ 
frequency in Manila, and if this was true of 
Manila it was probably true also of the tropics 
generally. 

Inquiry regarding this question was made both in Manila 
and in Havana, and it was found that in the former place 
and even in the much more temperate climate of the latter 
city this infection is relatively rare and mild in form. 

Musgrave has recently stated that during his long, active 
private and hospital practice in the Philippines he had never 
seen a case of streptococcic infection. 

Andrews 1 ), however, says that typical streptococcus 
pyogenes has been isolated in his laboratory in the patho¬ 
logical department of the Philippine medical school from 
cases of malignant endocarditis, and Whitmore saw three 
typical cases of erysipelas 2 ) in Manila. The streptococci 
found by Andrews were, according to his statement, of 
low virulence. 

Guiteras and Menocal concur in the statement that 
Streptococcus pyogenes is rarely found in Havana and is then 
usually of low virulence. Lebredo and Coca studied the 
bacterial flora of purulent discharges occurring in the wards 
of two hospitals in Havana and succeeded only once in 
isolating a streptococcus. This organism formed chains 
in bouillon of 50 to 75 members and was obtained from 
as mall abscess which was sharply circumscribed and was 
practically healed within forty-eight hours after it was 
opened. 

Both of the non-chemical L e. physical methods of 
sterilization (heating and filtration) proved inapplicable to 
thet umor vaccines. The epithelial proteids are coagulated 
at 50° C, which does not sterilize, and practically all of 

1) By letter. 

2) Unpublished. 
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these proteids are removed by filtration through a Berke- 
feld filter. 

Of the chemical desinfectants, one of the least injurious 
to the serum antigen is known to be formaldehyde. Form¬ 
aldehyde can be used in a 1:500 concentration in the preser¬ 
vation of sera for immunization purposes and it was considered 
possible, therefore, that the concentration required for complete 
sterilization of the infected vaccine might not greatly injure 
the epithelial antigens of malignant tumors. 

Preliminary tests showed that blood corpuscles that 
had been in contact for forty-eight hours with 1:1000 form¬ 
aldehyde were still capable of stimulating antibody production 
when injected in the small amount of 0.1 c. c. The addition 
of formaldehyde in the same concentration to a mixture of 
blood corpuscles and streptococci, sterilized the mixture within 
twenty-four hours. 

Later experiments have shown that the antigenic property 
of surface epithelia is not injured by this method of sterili¬ 
zation. 

The injection of 1 :1000 formaldehyde causes severe 
though not unbearable pain for about five minutes, and in 
quantities of 10 c. c. has never produced any symptoms of 
intoxication. 

In our endeavor to condense the report as much as 
possible we have suppressed all but the essential data in the 
protocols, and for the same reason have introduced the fol¬ 
lowing abbreviations: 

Under “Original Site of tumor” R = large recurrence; 
r = small recurrence; S = Sarcoma; C = Carcinoma. 

Under “Operation” C.E. = complete excision; P.E. = 
partial excision. 

Under “Preparation of Vaccine” A = grinding of the 
tumor tissue in a Baird and Tatlock lymph-machine with 
an equal volume of sterile physiological salt sol. followed by 
slow centrifugation for a few minutes, only the supernatant 
milky fluid being used for injection. B = the same as A 
except that the centrifugalization was omitted, the entire 
ground-up tissue being injected. 

36* 
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The numerals under the same heading indicate the 
nnmber of grams of tumor tissue used for the injection. 

The injections were always subcutaneous in various parts 
of the body — arm, leg, abdomen etc. 

In every case the diagnosis was established by micro¬ 
scopical examination. 

Cases No. 17, 18, 19, 26 and 36 present features of 
especial interest and for this reason the histories of these 
cases are given more fully. 

Case 17. Mr. P. Attending Burgeon Dr. Henry Beates. Reccur- 
rent Carcinoma of the buccal mucosa. 

The recurrence involved the tissues of the right cheek and neck, which 
were so swollen and indurated as to interfere with the movement of the 
lower jaw. The tumor extended into the mouth at a point opposite the 
right lower molar teeth. At the time of the first injection the skin was 
intact over the tumor. Pain was absent 

April 21st. 1st injection; 4 grams from Case 13, method B, l /, °/ 0 Car¬ 
bolic acid, in two portions subcutaneously over the abdomen. 

May 5th. The patient, who lived at a considerable distance, is seen 
on this date for the first time since the treatment At the point of in¬ 
jection on the left side a large abscess has developed, which, however, has 
not caused any systemic disturbance. The left injection spot is red and 
slightly edematous. 

The hard swelling in the right cheek has disappeared 
and the cheek tissues are entirely normal in appearance 
and consistency. The portion of tumor situated beneath 
the right lower jaw is reduced in size and has become 
quite soft. The overlying skin is ulcerated. The buccal extension has also 
receded and has become ulcerated. Under ether anaesthesia the ulcerated 
opening in the skin is somewhat enlarged and with a cuirette a small quantity 
of soft, practically fluid tissue, representing the remains of the tumor that was 
situated beneath the jaw, is removed. A similar material in minimal amount 
it also obtained by curettement from that part of the tumor which had 
extended into the mouth. The abscess is opened, and a considerable quan¬ 
tity of pus released. 

A second injection (5 grams from case 13, method A, Formaldehyde 
1:500) is given. 

May 12th. The ulcerated opening under the jaw, through which the 
currettement was made, is almost healed. Externally, no evidence of the 
tumor remains, but at the edge of the ulceration left in the mouth after 
the curettement are some short fringes of evidently malignant tissue. No 
infection has resulted from the second injection. 
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May 29th. Third injection (5V 9 °/o grams from case 13, method B, 
1:1200 Formaldehyde). 

Recurrence of the growth has begun again below the lower jaw on 
the right side. 

June 30th. 4th injection (3 1 /, grams from case 92, method A, J | 4 “I® 
Carbolic acid). 

The tumor is growing more slowly than it did in the firet recurrence. 

The patient received no further injections and died in September 1910. 

Case 18. Mr. D. Attending surgeon Dr. J. B. Deaver. Primary 
epithelioma of the right cheek. 

The growth, which was about 18 months duration, was situated at 
the juncture of the lower eyelid and the cheek and consisted in a deep 
ulcer which undermined the eyeball and already involved the bone at the 
lower orbital margin. The surface of the ulcer was continually moist 
with a thin sero-purulent exudation. On account of the involvement of the 
bone and the orbital tissues the tumor was considered inoperable. There 
was no pain. 

April 21st. 1st injection (5 grams from Case 13, method B. Car¬ 
bolic acid) subcutaneously over the abdomen in three portions. 

April 22nd. There is considerable tenderness upon pressure over the 
sites of injection but no redness and only slight swelling. There are no 
general symptoms of infection. 

May 6th. The patient has been confined to his bed since April 23rd 
with local and general symptoms of septic infection. Two abscesses are 
opened. From cultures taken from the contained pus a streptococcus was 
later isolated. Exudation from the malignant ulcer in the 
cheek has ceased and a scab is forming in its base. 

May 9th. The patient, who had had a cardiac lesion, succumbed to 
the effects of the toxaemia. The local infection was under control. At the 
time of death the cavity of the ulcer in the cheek was en¬ 
tirely filled with a scab, which was firmly attached to the 
contracting edges of the ulcer. Permission to exise the healing 
ulcer for microscopical examination could not be obtained. 

Case 19. Mrs. R. Attending surgeon Dr. J. B. Deaver. Recurrent 
carcinoma of the breast. The recurrence consists of a hard mass situated 
in the right supraclavicular fossa and extending several inches upward in 
the neck. 

April 21st. 1st injection (4 grams from case 3, method B, */* % Car¬ 
bolic acid), subcutaneously over the abdomen, in two portions. 

April 22nd. The patient began to feel ill in the morning and went 
to bed. Examination in the evening reveals considerable tenderness over 
the sites of injection, which, however, are neither red nor swollen. Tem¬ 
perature 40° C. 
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April 23rd. Local conditions are unchanged except that the tenderness 
is much diminished. Temperature 40° C. 

May 7th. The patient says that “the hard lump in her 
neck is going away”. On examination the growth is found 
to be markedly diminished in size. Temperature 39° C. 

May 18th. The patient, who up to this time has steadily refused 
surgical interference, finally permits an exploratory incision over the sites 
of injection. A considerable quantity of pus and necrotic tissue is evacuated 
in which is found streptococcus pyogenes. 

Dr. Deaver states that the carcinomatous mass has 
disappeared leaving only a hard nodule about the size 
of a grain of wheat half way between the clavicle and the 
m astoid process. 

No further injections were given in this case and is a few months 
the growth recurred again. 

Case 26. J. R. Attending surgeon Dr. W. H. Teller. Recurrent 
carcinoma of the buccal mucosa. 

The recurrence consisted in a single hard mass which infiltrated all 
the tissues of the entire left cheek, producing a marked deformity of the 
facial contour, and extended into the mouth where its surface was super¬ 
ficially ulcerated. The skin overlying the tumor externally was firmly 
united to it but not ulcerated. There was no pain. 

Dr. Teller considered the growth inoperable. 

April 30th, 1910, 1st injection; 10 grams from case 13, method B, 
7, % carbolic add, subcutaneously over the abdomen in four portions. 

May 4th. The patient has been in bed since the the after day in¬ 
jections were given suffering with high fever and symptoms of severe local 
infection. The injection sites are red, swollen, hard and tender. 

Temperature 40° C. No change has occurred in the tumor in 
the cheek. 

May 9th. Temperature 36.8. The abscesses are opened. The swelling 
in the left cheek has almost entirely disappeared and the 
tissues of the cheek wall, have become normally soft. The 
portion of the tumor that extended into the mouth has 
also nearly disappeared. 

May 17. Dr. Teller curettes the ulcerating surface of in the mouth and 
finds that there is only a thin superficial layer of malig¬ 
nant tissue, the underlying structures being apparently 
entirely free from it. 

May 18th. Second injection, 5 grams from case 13, method B, 1:1000 
Formald. No infection followed the second injection. The tumor recurred 
again within a few weeks and the disease terminated fatally in the follow¬ 
ing September. 
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Case 36. Mrs. B. Attending physician Dr. David Mackey. 
Inoperable recurrent scirrhus carcinoma of the breast. 

The recurrence had taken place in the neck behind the clavicle and 
consisted of several nodules of various sizes over which the skin while still 
intact, was red, oedematous and extremely sensitive. There was constant 
pain in the tumors as well as in the arm and hand of the affected side. 

At the time of the first injection the patient had been 
confined to her bed for some weeks on account of the 
severe pain which was caused by the slightest movement of 
the head or the arm on the affected side. The appetite was 
lost and although food was not declined the patient was 
greatly emaciated. A fatal termination of the disease was expected 
in a few weeks. 

May 7th, 1910, at 10 A.M. 5 grams of breast carcinoma from case 23, 
prepared according te method B .with the addition of formaldehyde 1:1000 
are injected in two portions into the abdominal wall. The severe pain 
due to the formalin subsides within ten minutes after the injection. 

May 8th. In the evening the patient notices some lessening of the 
pain in the neighborhood of the tumors. 

May 9th at 11A.M. All pain and tenderness in the tumors 
have disappeared. The pain in the arm and hand, however, 
still persists. The patient is able to move her head and arm 
and feels hungry. Theother evidences of inflammation have 
subsided in the skin overlying the nodules, which have 
apparently undergone a considerable decrease in size. 

May 20. The largest tumor has still further decreased in size and 
has resolved into two small hard nodules. There is no local pain and that 
in the arm and hand has dimished. 

May 24. Second injection; 6 grams from cases 45 and 4, method B, 
1:1000 Formald. 

July 8th. Third injection; 5 grams from case 95, method B, '/«% 
Carbolic add. The patient is up and work. The tumor nodules 
have still further decreased in size. 

August 2. Fourth injection; 12 1 /, grams from case 109, method B, 
no antiseptic. The tumor nodules are stationary. 

August 18. Fifth injection; 9 grams from case 112, method B, no 
antiseptic. Local and general conditions are unchanged. 

Sept. 12. Sixth injection; 6 grams from case 117, method B, no 
antiseptic. No change. 

October 17th. Seventh injection; 4 1 /, grams from case 125, method B, 
no antiseptic. The tumors are increasing in size. Pain and tenderness 
absent. 

After the seventh injection, which was the last one given, the tumors 
continued to grow and the skin became ulcerated over them. 
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Philadelphia 


Case 

and 

sex 

Attending 

Surgeon 

Original 
site of tumor 

Operation 

Date 

of 

treatment 

Soucre 

of 

material 

1. m. 

Frescoln 

Penis 

IV. 1.1910, P.E. 

IV. 4. 1910 

Case 1 

2. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

IV. 6.1910, C.E. 

None 

— 

3. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

IV. 6.1910, C.E. 

IV. 8. 1910 
IV. 21. 1910 

Case 3 
„ 3 

4. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

IV. 6.1910, C.E. 

None 

— 

5. f. 

Dorrance 

Breast l ) 

1909, C.E. 

IV. 7. 1910 
V. 6. 1910 
IX. 16. 1910 

Case 3 
„ 25 
„ 115 

6. f. 

Dorrance 

Breast; R. 

1909, C.E. 

IV. 7. 1910 
IV. 18. 1910 

Case 2 
„ 10 

7. f. 

J. B. Deaver 

Breast; R. 

1909, C.E. 

i 

i 

IV. 9. 1910 
IV. 18: 1910 
IV. 30. 1910 

Case 2 
: £ 

8. f. 

Kercher 

Breast; r.(4:2 l / 2 cm) 
ulcerated 

— 

i 

'IV. 8. 1910 

Case 3 





IV. 19. 1910 

1 

„ io 

9. m. 

Codman 

Forearm: large ulcer 

— 

IV. 18. 1910 

Case 13 





V. 7. 1910 
V. 30. 1910 

„ 13 

„ 13 

10. f. 

J. M. Fischer 

Breast 

IV. 12.1910, C.E. 

IV. 20. 1910 

Case 10 


1) There was no recurrence when the vaccination was begun. 
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Series. 


Preparation 

of 

vaccine 

Antiaepeic 

Infection 

Subsequent history 

B 5 

1:200 Carbolic 

None 

Died of gangrene resulting from operation. 

B 3 

None 

None 

Recurrence within a few months. The 

B 2 


Abscess: slight 
Temp. 

patient died Oct. 9. 1910. 

— 

— 

— 

— 

B 4 

None 

None 

A small recurrent nodule appeared in the 
latter part of August. This increased 

B 7 

1:400 Formald. 


A 16 

None 

» 

during the next two months to the size 
of an English walnut. 

B 6 

None 

None 

There was no apparent change after the 

B 10 



first injection. A few. days after the 
2nd injection there was a marked 
change in the patient’s general con¬ 
dition. The yellowish tint of the skin 
was replaced by a healthy pink; the 
appetite, which had been very poor, in¬ 
creased greatly, and the patient was in 
much improved spirits. The family 
declined further treatment. At no time 
was there any change in the size of the 
large shoulder recurrence. 

B 6 

None 

None 

In this case there were no general symp¬ 
toms of cachexia and no pain in the 

B 15 


j) 

B 10 

1:200 Carbolic 

Streptococcic ab¬ 
scess 

tumor itself. There was referred pain 
due to nerve trunk involvement, which 
was felt in the hand. This was not 
influenced by the treatment, nor did 
the tumor mass diminish after the in¬ 
jections. 

B 5 

None 

None 

IV. 19., the recurrent nodule measures 
3:2 cm; the ulcer has diminished in 
extent and looks cleaner. 

B 15 


Large abscess; no 
general infec¬ 
tion 

V. 1., There has been no further 
reduction in the size of the tumor; 
the ulcer is almost closed; its surface 
is quite dry. Later this nodule began 
again to increase and others appeared 
in the neighborhood. 

B 5 

None 

Severe strepto¬ 
coccic abscess 

No change that could be attributed to the 
injections was observed in the malig¬ 
nant ulcer. Pain had been absent. 

B 77, 

1:400 Formalin 

None 


B 5 

1:1000Formald. 

>> 


B 10 

None 

None 

Withdrawn from observation. 
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Case 

and 

sex 

Attending 

Burgeon 

Original 
site oi tumor 

Operation 

Date 

of 

treatment 

Source 

of 

material 

11. m. 

W. J. Roe 

Cheek; R. Muc. 
membrane 

IV. 13.1910. 2) 
C. E. 

IV. 16. 1910 
V. 7. 1910 

Case 11 
„ 13 

12. f. 

J. B. Dearer 

Breast; R. Also large 
new tumor in op¬ 
posite breast 

IV. 15. 1908 1) 
IV. 22. 1910 2) 
Amp. left breast 

TV. 18. 1910 
V. 7. 1910 
V. 21. 1910 

Case 10 
Various 

Case 45 

13. m. 

W. J. Roe 

Cheek. Muc. mem¬ 
brane 

IV.16.1910,P.E. 

IV. 18. 1910 

Case 13 

14. m. 

W. H. Long 

Cheek; R. Muc. 
membrane 

Jan. 1910 

IV. 16. 1910 
V. 7. 1910 
V. 21. 1910 

Case 11 
„ 13 

„ 13 

15. m. 

Codman 

Skin of face. Exten¬ 
sive ulcer 

None 

IV. 18. 1910 

V. 7. 1910 
V. 29. 1910 

Case 13 

„ 13 

„ 13 

16. m. 

— 

Antrum 

IV. 16.1910, P.E. 

IV. 20. 1910 

Case 13 

20. f. 

W. W. Babcock 

Breast; R. 

1908 (?) 

IV. 22. 1910 
V. a 1910 
V. 20. 1910 
VI. 1. 1910 
VH. 8. 1910 

Case 3 

Cases 21 A 23 
Case 25 
„ 45 

„ »5 

21. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

IV. 22.1910, C.E. 

V. 10. 1910 

Cases 12 A 24 

22. f. 

G. M. Dorrance 

Uterus 

— 

— 

— 

23. f. 

Emerson 

Breast; R. 

IV. 21. 1910 

None 

— 

24. f. 

Emerson 

Breast 

TV. 19. 1910 

None 

— 

25. f. 

L. J. Hammond 

Breast 

IV. 27.1910, C.E. 

IV. 30. 1910 

Case 25 

27. m. 

J. C. Bloodgood 

Tibia; Sarcoma 

IV.29.1910, P.E. 

V. 2. 1910 
V. 16. 1910 

Case 27 
„ 27 

28. f. 

L. Brinkman 

Breast; R. 

— 

V. 1. 1910 
V. 22. 1910 
IX. 22. 1910 

Case 21 

» 

„ 120 

29. f. 

J. B. Deaver 

Breast. Atrophic 

Scirrhus 

Inoperable weak 
heart 

IV. 3. 1910 
V. 11. 1910 

VI. 20. 1910 

VII. 18. 1910 

Case 21 

Cases 12 a 24 
Case 45 
„ 105 

30. f. 

G. M. Dorrance 

Breast 

V. 2.1910, C.E. 

V. 29. 1910 

Case 30 
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Preparation 




of 

vaccine 

Antisepeic 

Infection 

Subsequent history 

B 5 

1:200 Carbolic 

None 

Died of inanition due to inability to 

A 7 

1:400 Form. 

11 

swallow. The tumor had not recurred. 

B 20 

None 

None 

A second recurrence appeared in the left 

B 5 

1:200 Carbolic 

11 

axilla about V. 14. 1910, which grew 

B 6V, 

1:1000 Form. 

>> 

rapidly, the patient dying a few months 
later. 

B 10 

None 

Streptococcic ab- 

The unexcised tumor mass increased in 



scesses 

size during the two weeks succeding 
the injections. The growth was painless. 

B 7 

1:200 Carbolic 

None 

48 hours after first injection the tumor 

A 5 

1:400 Form. 

n 

became suddenly considerably enlarged, 
the phenomenon being accompanied 

B 12 

1:800 „ 

n 

with a feeling of increased tension with¬ 
out pain. This soon subsided and no 




further change has since been observed. 

B 5 

None 

Severe etrepto- 

The exquisite tenderness and pain in the 



coccic abscesses 

ulcer from which the patient had con- 

A 5 

A 5 

1:400 Form. 

1:1000 „ 

None 

» 

stantly suffered disappeared within 24 
hours after the second injection. Other¬ 
wise, no change was noted. Several 
months later pain and tenderness in the 




tumor returned. 

B 4 

None 

Streptococcic ab¬ 

Patient was withdrawn from observation 



scesses 

soon after the injections were made. 

B 4 

1:200 Carbolic 

None 

Pain was absent in the tumor masses 

A 5 

1:1000 Form. 

11 

themselves, but there was severe pain 

B 9 

1:1000 ,, 

91 

referred along the arm of the affected 

B 8 

1:1000 „ 

11 

side. This was not relieved by the 

A 14 

1:400 Carbolic 

11 

treatments, nor was the course of the 
disease influenced in any other respect. 




New nodules appeared during the inter¬ 
vals between the injections. 

B 7 

1:650 Form. 

None 

Recurrence has already taken place. 

B 10 

1:200 Carbolic 

Streptococcic ab¬ 

The disease recurred in September 1910. 



scesses 


A 15 

None 

Staphyloccic ab¬ 

The metastatic glands in the groin were 
not influenced in any way by the in¬ 

A 5 

1:1000 Form. 

scesses. None 




jections. 

B 10 

1:200 Carbolic 

None 

The pea sized recurrent nodule remained 

£ 67 . 

1:800 Form. 

11 

unchanged after the injection. 

A li¬ 

None 

11 

lt 7 V, 

1:200 Carbolic 

None 

No noticeable change took place in the 

B 4 

1:650 Form. 

ii 

growth at any time after the injections 

A 5 

1:200 Carbolic 

i* 

were begun. 

A 5 

None 

ii 

A 67, 

1:1000 Form. 

None 

Local recurrence was recently reported. 
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Case 

and 

sex 

Attending 

Surgeon 

Original 
site of tumor 

Operation 

Date 

of 

treatment 

Source 

of 

material 

31. f. 

Emerson 

Uterus; r., much lo¬ 
cal pain 

Dec. 1909 

V. 6. 1909 
Y. 17. 1910 

VI. 1. 1910 
VI. 16. 1910 

Case 39 
„ 39 

„ 39 

32. f. 

W. R. Nicholson 

Rectum j muco-cuta- 
neous juncture 

Inoperable 

V. 8. 1910 
V. 21. 1910 

Case 13 
„ 13 

33. m. 

L. Brinkman 

Lip; small ulcer 2 
yrs. duration 

— 

V. 8. 1910 
VI. 30. 1910 

Case 13 
„ 92 

34. f. 

J. B. Denver 

Breast 

V. 7.1910, C.E. 

None 

— 

35. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

V. 7.1910, C.E. 

V. 11. 1910 

Case 35 

37. m. 

J. B. Deaver 

Colon; ad-carc. 

V. 7.1910, C.E. 

None 

— 

38. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

V. 7.1910, C.E. 

V. 10. 1910 

Case 12 and 24 

39. f. 

R. C. Norris 

Uterus; ad. - care, 
body 

V. 7.1910, C.E. 

None 

— 

40. f. 

L, J. Hammond 

Uterus; ad-carc. 

Inoperable 

V. 11. 1910 
V. 25. 1910 

Case 40 
Tissue obt. by 
curettage 

41. m. 

G. M. Dorrance 

Prostate; enlarge¬ 
ment 

Inoperable 

V. 11. 1910 

Case 35 

42. f. 

A. H. Little 

Uterus 

V. 12. 1910 

None 

— 

43. f. 

Frescoln 

Breast; R. 

Jan. and Apr. 
1909 

V. 12. 1910 
V. 26. 1910 

Casel2and24 
4 „ 45 

44. f. 
(59) 

45. t 

Frescoln 

Lip; epithelioma 

Inoperable 

V. 24. 1910 

Case 57 

Kennedy 

Breast 

V. 13.1910, C.E. 

None 

— 

46. f. 

— 

Breast; non-malig- 
nant 

V. 13.1910, C.E. 

None 

— 

47. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

V. 16.1910, C.E. 

None 

— 

48. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

V. 16.1910, C.E. 

None 

— 

49. m. 

Finney 

Tongue; R. 

Sept. 1909, Chas. 
Mayo 

V. 17. 1910 
VI. 1. 1910 

Case 13 
„ 13 

50. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

V. 19. 1910 

None 

— 

51. f. 

W. W. Guilfoyle 

Breast; R., conside¬ 
rable pain 

None 

V. 20. 1910 

Case 25 

52. m. 

L. J. Hammond 

Stomach 

V. 21. 1910, L. 
glands removed 

V. 25. 1910 

Case 37 

53. f. 

54. f. 

L. J. Hammond 

J. C. Bloodgood 

Breast 

(San 

V. 21.1910, C.E. 

ae as Case 89) 

V. 24. 1910 
VII. 8. 1910 

Case 53 
„ 95 

55. m. 

G. M. Dorrance 

Tibia; sarcoma 

V. 21. 1910 

None 

— 

56. f. 

A. C. Wood 

Breast 

V. 21. 1910 

None 

— 

57. f. 

| Frescoln 

i 

Cheek ; mucous 
membrane 

V. 23. 1910 

None 

— 
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Preparation 




of 

Vaccine 

Antiseptic 

Infection 

Subsequent history 

A 3 

1:400 Form. 

None 

The first injection was followed by no 

B 6% 

1:1000 „ 


change. Within 48 hours after the 2nd 
i “injection” pain had practically dis¬ 
appeared. The general condition was 
greatly improved, but the growth of 
the tumor continued even during the 

A 6 

1:1000 „ 

11 

A 6 

1:400 Carbolic 

11 




treatment. 

A 8 

1:400 Form. 

None 

The growth increased in extent during 

B 6 

1:800 „ 

>1 

the treatment. 

A 8 

1:400 Form, 

None 

The appearance and extent of the ulcer 

A3 V, 

1:400 Carbolic 

fi 

remained the same after the injections. 

A 5 

1:650 Form. 

None 

Withdrawn from observation. 

B 5 

1:650 Form. 

None 

There has been no recurrence. 

A 7 

1:650 Form. 

None 

No improvement followed these injections 

A 5 

1:1000 „ 


and the patient succombed two months 
later. 

A 5 

1:650 Form. 

None 

No change followed the treatment. Di- 




agnosis uncertain. 

A 5 

1:1000 Form. 

None 

No improvement Died suddenly June 3rd 

A 5 

1:1000 

11 

1910. 

A 6 

1:1000 Form. 

None 

No improvement 

B 7 

1 

1:650 Form. 

None 

The growth increased during treatment 
ana death has since occurred. Pain was 

B 9 

1:1000 „ 

None 




absent before the injections. 

B 8 

1:650 Form. 

None 

The local pain was greatly relieved. There 




was no other change. 

B 6 

1:1000 Form. 

None 

The progress of the disease was not per¬ 
ceptibly influenced. 

A 7 

1:1000 Form. 

None 

There has been no recurrence. 

A 8 

1:800 Carbolic 

None 

— 

— 

— 

i 
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Case 

and 

sex 

Attending 

Surgeon 

Original 
site of tumor 

Operation 

Date 

of 

treatment 

Source 

of 

material 

58. f. 

J. B. Deaver 

Breast; r. 

1909 

V. 24. 1910 
VI. 7. 1910 

Case 53 
„ 85 

59. f. 

Frescoln 

(See 44) 

— 

_ 

— 

60. m. 

Freacoln 

Skin; epithelioma 

1909, C.E. 

V. 30. 1910 
Prophylactic 

Case 13 and 
57 

61. m. 

A. A. Uble 

Bladder 

V. 24.1910, P.E. 

V. 26. 1910 

Case 61 

62. f. 

L. Brinkman 

Breast; r. 

1909, C.E. 

V. 24. 1910 
VII. 8. 1910 
IX. 20. 1910 

Case 4 and 45 
„ 95 

63. m. 

Henry Beates 

Rectum 

V. 27. 1910 
Curettement 

V. 26. 1910 

Case 37 

64.1 

J. B. Deaver 

Uterus 

V. 25.1910, C.E. 

None 


65.1 

J. B. Deaver 

Breast 

V. 25.1910, C.E. 

None 

— 

66. f. 

Harry Deaver 

Breast; R. 

V. 26.1910, P.E. 

V. 27. 1919 

Case 66 

67.1 

Frescoln 

Breast; R. 

1909 

V. 27. 1910 

Case 4 and 45 

68. 

Untreated 

— 

— 

— 

— 

69. m. 

W. W. Babcock 

Tongue; R. 

1909 

V. 29. 1910 
VI. 14. 1910 
VI. 15. 1910 
VI. 16. 1910 
VI. 30. 1910 

Case 13 
,. 57 

„ 57 

„ 57 

„ 92 

70. m. 

Hewson 

Face; R. 

Inoperable 

V. 29. 1910 

Casel3and57 

71. m. 

Hewson 

Face; R. 

Inoperable i 

V. 29. 1910 

Ca8el3and57 

72.1 

Hewson 

Breast; r. 

— 

V. 29. 1910 

Case 30 

73. m. 

L. H. Adler 

Rectum non-malig- 
nant 

V. 28.1910, C.E. 

VII. 14.1910 

Case 73 

74. 

G. M. Dorrance 

Branchial Arch. 

1) 1909 

2) VH. 12. 1910 

V. 30. 1910 
VI. 9. 1910 
VH. 12.1910 

Casel3and57 

:8 

75. m. 

Frescoln 

Live 
(Autopsy n 

r 

laterial) 

— 

— 

76.1 

W. W. Babcock 

Breast 

V. 28. 1910 

None 

— 

77. m. 

J. B. Deaver 

Stomach 

V. 28.1919, C.E. 

None 

— 

78. m. 

J. B. Deaver 

Neck; S. 

V. 28.1910, C.E. 

None 

— 

79. 

1 

Von malignant-tumo 

r 

— 

— 

80.1 

J. B. Deaver 

Breast 

V. 30.1910, C.E. 

None 

— 

81.1 

J. B. Deaver 

Stomach 

Inoperable 

VI. 1. 1910 

Case 77 

82.1 

J. B. Deaver 

Stomach 

Inoperable 

VI. 1. 1910 

Case 77 

83.1 

W. W. Babcock 

Breast 

V. 31.1910, C.E. 

None 
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Preparation 

of 

vaccine 

Antiseptic 

Infection 

Subsequent history 

A 7 

1:1000 Form. 

None 

No improvement. The patient has since 

A 7'/, 

1:650 

None 

succumbed. The recurrent growth was 
at no time painful. 

B I*/, 

1:1000 Form. 

None 

No recurrence. 

A 4 ®/io 

1:1000 Form. 

None 

Growth of the tumor continued. 

B 5 

1:1000 Form. 

None 

The tumor increased slightly during the 

A 14 

None 

None 

treatment. 

A 11 

None 

None 


B 13 

1:1000 Form. 

None 

The patient died a few weeks later of an 
intercurrent affection at which time 
the local conditions were still much 
improved probably as result of cur- 
rettement. 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

_ 

A 5 

1:800 Form. 

None 

Withdrawn from observation. 

B 5 

1:1000 Form. 

None 

No improvement; pain had been absent. 

B 5 

1:1000 Form. 

None 

No improvement followed the injections, 

A 2V, 

1:200 Carbolic 

99 

and the patient died in September 1910. 
Pain had not been present. 

A 2‘/ f 

1:200 „ 

99 

A 6 

1:200 „ 

99 

A 3 

1:400 „ 

99 


B 5 

1:1000 Form. 

None 

No improvement. 

B 5 

1:1000 Form. 

None 

No improvement. 

A 67, 

1:1000 Form. 

None 

No improvement. 

A 8‘/, 

1:400 Carbolic 

Staphylococcic 

abscesses 

No recurrence. 

B 3 

1: lOOOFormald. 

None 

The course of the disease was not affected 

B 10 

None 

99 

by the treatment. Pain had not been 

A 6 

None 

Staph, abscess. 

present. 

B 5 

1:2000 Form. 

Localized 
Streptococcic ab- 
ccesses 

No improvement. 

B 10 

1:2000 Form. 

Localized 
Streptococcic ab¬ 
scesses 

No improvement. 

— 

— 

— 
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Case 

and 

sex 

Attending 

Surgeon 

Original 
site of tumor 

Operation 

Date 

of 

Tumor 

Source 

of 

material 

84. f. 

W. W. Babcock 

1 Breast 

V. 31.1910, C.E. 

None 

_ 

8T>. 

Non malignant 1 2 

— 

— 

— 

80. f. 

J. B. Deaver 

Cervix 

Inoperable 

VX 2. 1910 
IV. 20. 1910 

Case 39 
„ 119 

87. m. 

J. B. Deaver 

Pancreas 

Inoperable 

VI. 2. 1910 

Case 75 

88. 

Non mab 

gnant tumor 

— 

— 

— 

89. f. 

J. C. Bloodgood 

Breast 

1) V. 19.10, P.E. 

2) VI. 5.10, C.E. 

VI. 5. 1910 
VH. 8. 1910 

Case 83 
„ 98 

W.m. 

C. F. Nassau 

Testicle, with abdo¬ 
minal metastasee 

VI. 9.1910, P.E. 

VI. 9. 1910 
VIL 1. 1910 

Case 90 
„ 90 

91. 

The si 

ime as 74 

— 

_ 

— 

92. m. 

Freseoln 

Branchial Arch. 

VI. 25.1910, C.E. 

VH. 13.1910 

Case 92 

93. m.i 

G. M. Dorrance 

Tongue; R. 

1) 1909 

2 \ VI. 13. 1910, 
P.E. 1 ) 

VL 22.1910 
VII. 1. 1910 
VH. 12.1910 

Case 45 
„ 92 
„ 73 

94. m. 

L. H. Adler 

Rectum 

VII. 5.1910, P.E. 

VII. 5. 1910 

Case 94 

95. f. 

Freseoln 

Breast 

VII. 5.1910, C.E. 

None 


96. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

VII.7.1910, C.E. 

None 

— 

97.1 

Weiskotten 

Uterus 

VII. 8.1910 

None 

— 

CC 

00 

Mi 

J. C. Bloodgood 

Breast 

VII. 8.1910, C.E. 

VIL 8. 1910 

Case 98 

99. f. 

L. J. Hammond 

Breast; R. a ) 

1909 

VH. 10. 1910 

Case 98 

100. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

VII. 13.10, C.E. 

None 


101. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

VII. 13.10, C.E. 

None 

— 

102. f. 

J. B. Deaver 

Breast 1 

VH. 13.10, C.E. 

None 

— 

103. f. 

J. C. Bloodgood 

Breast; ulcerated j 
axillary metast. 

VIL 13.10, C.E. 

VH. 14.1910 

Case 101 & 
102 

104. f. 

J. C. Bloodgood 

Breast-early 

VII. 9. 10, C.E. 

VH. 14.1910 

Cases 101 & 
102 

105. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

VII. 16.10, C.E. 

None 



1) On incision of the large hard mass in the neck, the interior was 
remained, which resembled a mucous lining. Section of this wall showed 
tissue was invaded in only a few places and not deeply. 

2) The patient complained of severe “stinging” pain in the tumor and 
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Preparation 



Subsequent history 

of 

vaccine 

Antiseptic 

Infection 


A 5 1 /, 

1:1000 Form. 

None 

The course of the disease was not in- 

A 7 

None 

>> 

fluenced by the injections. 

A 10 

1:1000 Form. 

None 

No favorable change in the patients 
condition was noted after the injections. 

A 3 

1:1000 Form. 

None 

There has been no recurrence. 

A 16 

None 

JJ 


A 10 

None 

None 

No favorable change was observed to 

A 18 


Mild local ab- 

follow the injections, and the patient 



scessea 

became progressively worse. 

A 97, 

None 

None 

Died Oct. 1910. Recurrence in the lungs. 

A 5 

1:400 Carbolic 

None 

There was no marked improvement in 

A 8 

None 


the local condition during the course 

A 6 


Streptococc. ab- 

of treatment Pain had been absent. 



scesaes 


A 7 

None 

None 

No chance in the unexcised mass was 
observed during the next few weeks, 
and the patient has since crown pro¬ 
gressively worse. Pain haa not been 

— 

— 

— 

present. 

A 14 

None 

None 

Rapid recurrence. Death in six months. 

A 25 

None 

None 

Within 48 hours after the injection the 




“stinging” pain in the tumor had dis¬ 
appeared; tne pain in the arm persisted. 
Otherwise no change was observed 




beyond the appearance, after two weeks, 
of new nodules. 

A 14 

None 

None 

Cerebral recurrence Sept. 8th, 1910. 

A 14 

None 

Staphylococcic 

No recurrence up to the present time. 



abscesses 


— 

— 

— 

— 


found to be liquified, and upon emptying the cavity only a thin wall 
an epithelial covering of one or two cell layere. The underlying connective 

a sharp lancinating pain down the arm of the affected side. 

ZelUchr. f. ImmanltlUfortchung. Ortf. Bd. XIII. 37 
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Case 

and 

sex 

Attending 

Surgeon 

Original 
site oi tumor 

Operation 

Date 

of 

treatment 

Source 

of 

material 

106. ra. 

J. C. Bloodgood 

Neck') 

i 

1) VII. 16. 1910 VII. 16. 1910 

2) VII. 21. 19101VII. 22. 1910 

Case 106 
„ 106 

107. ra. 

Frescoln 

Stomach 

IVII. 18. 1910 

| — 

— 

108. f. 

B. C. Hirst 

Breast; r. 

VIII. 1.10, C.E. 

X. 2. 1910 

Case 120 

109. f. 

J. C. Bloodgood 

Breast, large axillary 
metas. 

;VIII. 1.10, C.EJX. 2. 1910 

1 

Case 109 

110. 

G. M. Dorrance 

Stomach 

VIII. 3. 1910 

None 

— 

111. f. 

J. C. Bloodgood 

Breast 

VIII. 12.10, C.E. 

Vm. 13.1910 

Case 111 

112. f. 

W. A. Steele 

Breast 

VIII. 16.10, C.E. 

VIII. 18.1910 

Case 112 

113. 

Dorrance 

Patellar bursa 
(gumma) 

VIII. 18.10, C.E. 

None 

— 

114. 

omitted 

— 

— 

— 

— 

115. f. 

L. Brinkman 

Breast 

VIII. 29.10, C.E. 

VIII.29.1910 
IX. 20.1910 

Case 115 
„ 119 

116. f. 

Dorrance 

Breast 

IX. 6.1910, C.E. None 

— 

117. f. 

D. L. Gifford 

Breast 

IX. 10.1910, C.E. X. 1. 1910 

Case 117 

118. f. 

8. E. Tracey 

Uterus (cervix) 

IX. 14.1910, P.E. None 

— 

119. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

IX. 17.1910, C.E. None 


120. f. 

J. B. Deaver 

Breast 

IX. 17.1910, C.E. None 

— 

121. f. 

Dorrance 

Breast; R. 

IX. 24.1910, P.E. 

IX. 25. 1910 

X. 19. 1910 

XI. 5. 1910 

Case 121 
„ 125 

„ 127 

122. f. 

A. 8. Taylor 

Breast 

IX. 29.1910, C.E. 

X. 1. 1910 

Case 122 

123. f. 

A. 8. Taylor 

Breast 

IX. 29.1910, C.E. 

X. 1. 1910 

Case 122 

124. m. 

R. C. Norris 

Bladder 

X. 6.1910, P.E. 

None 

— 

125. f. 

C. F. Nassau 

Breast 

X. 14.1910, C.E. 

X. 19. 1910 

XI. 5. 1910 

Case 125 
„ 127 

126. f. 

Dorrance 

Uterine fibroid 

X. 28.1910, C.E. 

None 

— 

127. 1 

J. B. Deaver 

Breast 

X. 29.1910, C.E. 

None 

— 

128. f. 

W. H. Teller 

Breast 

XI. 1.1910, C.E. 

XI. 5. 1910 

Case 128 

129. f. 

Richardson 

(Boston) 

Breast; R. 

Inoperable 

XII. 13.1910 
XII. 28.1910 

Case 130 
„ 131 

130. f. 

Richardson 

Breast 

XII. 10.10, C.E. 

XII. 13.19l0iCase 130 

131. f. 

Richardson 

Breast 

XII. 26.10, C.E. 

None 

— 

132 m. 

Frescoln 

Lip; epithelioma 

VH. 20.10. C.E. 
VIII. 17.10, C.E. 

Vm. 17. 10 JCase 132 

Hava na 

l.m. 

Menocal and Deep tissue of neck.! 

1) IX. 5.10, P.E.'IX. 5. 1910 Case 1 


Nogueira 

Branchial arch; C.| 

2 ) IX.21.10,P.E.| 

IX. 21. 1910, 

V 1 


1) Ly m pho-sar com a. 
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Preparation 




of 

Antiseptic 

Infection 

Subsequent history 

vaccine 



B 3 

1:400 Carbolic 

None 

The disease has progressed since the in- 

A 9 



jections. 

10 grs. 

None 

None 

Local recurrence within a few months. 

A 9 

None 

None 

Withdrawn from observation. 

A 8‘/, 

None 

None 

Died from intercurrent affection. 

A 23 

None 

None 

No recurrence at the last report 

A 15 

A 9 

None 

99 

None 

99 

Local recurrence was recently reported. 

B 10 

None 

None 

1 “ 

No recurrence at the last report. 

B 15 

A 12 

None 

None 

The surgically inaccessible unexcised por¬ 

99 

99 

tion of the tumor resumed growth 

A 5 

99 

99 

during the treatment. 

A 6 

None 

None 

Withdrawn from observation. 

A 6 

None 

None 

Withdrawn from observation. 

A 16 

A 5 

None 

None 

Died Dec. 1910. Pulmonary metastasis. 

A 77, 

None 

None 

Quick recurrence and death in a few 




months. 

B 15 

B 25 

None 

99 

Small local ab¬ 
scesses 

No improvement at any time. 

B 15 

None 

None 

— 

A 27, 

None 

None 

No recurrence. 

series. 




A 11 

None 

Local abscesses 

The growth of the unexcised tumor masses 

B 77, 

99 

99 99 

continued unaffected in any way by the 
injections. The tumor haa never given 




any pain. 


37* 
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Case 

and 

sex 

Attending 

Surgeon 

Original 
site of tumor 

Operation 

Date 

of 

treatment 

Source 

of 

material 

2. f. 

Nogueira 

Neck; S. 

IX. 6.1910, P.E. 

IX. 6. 1910 

Case 2 

3.m. 

Nogueira 

Lower Jaw 

IX. 8.1910, P.E. 

IX. 8. 1910 

Case 3 

4.m. 

Menocal 

Tongue; C. 

IX. 10.1910, P.E. 

None 

— 

5.m. 

Nogueira 

Scrotum; S. 

IX. 13.1910, C.E. 

rx. 13. 1910 

Case 5 

6. m. 

Nogueira 

Muc. membrane of 
cheek 

IX. 13.1910, P.E. 

IX. 13. 1910 
IX. 30. 1910 

Case 6 
„ 6 

7.m. 

Menocal 

Scalp, Epith. 

IX. 13.1910, C.E. 

IX. 13. 1910 

Case 7 

8.m. 

Ruiz 

Muc. membrane of 
cheek; C. 

IX. 15.1910, P.E. 

IX. 15. 1910 

Case 8 

9. f. 

Nogueira 

Muc. membrane of 
cheek; C. 

IX. 18.1910, P.E. 

IX. 18. 1910 

Case 9 

10. m. 

Carrera 

Inguinal region; 8. 

IX. 17.1910, C.E. 

None 

— 

11. f. 

E. Fortun 

Cervix; C. 

IX. 28.1910, C.E. 

IX. 28. 1910 

Case 11 

12. m. 

Nogueira 

Branchial Arch. 

1) Vni.2.10,C.E. 

2) X. 1.1910, P.E. 

X. 1. 1910 

Case 12 

13. m. 

Chas. Finlay 

Skin, eyelid. Ulcer. 
Epithelioma 

None 

IX. 30. 1910 

Case 7 

14. m. 

Nogueira 

Palate; C. 

IX. 30.1910, C.E. 

IX. 30. 1910 

Case 6 

15. m. 

Finlay 

Skin; Ep. Small 
ulcer 

None 

X. 11. 1910 

Case 7 


The question as to the existence in the blood of human 
cancer patients, of specific antibodies that have been produced 
under the antigenic stimulation of any substances contained 
in the malignant tissue must be regarded as unsettled. 

The results of the study of human cancer sera with the use of the 
meio8tagmin reaction of Ascoli and Izar demonstrate qualitative diffe¬ 
rences between the sera of many of these individuals and those of normal 
persons, which may or may not be due to the presence of cancer anti-bodies. 
The use of the anaphylactic shock after passive sensitization as an indicator 
of the presence of tumor-specific antibodies in human cancer patients was 
first made by H. Peiffer and Finsterer 1 ). These authors found, first; 

1) Wiener klin. Wochenschr., 1909, No. 28 and No. 36. 
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Preparation 



Subsequent history 

of 

vaccine 

Antiseptic 

Infection 


A 10 

None 

None 

The small unexcised portions of the tumor 




increased rapidly after the treatment. 
The tumor had never been painful 

A 14 

None 

None 

No recurrence at the last report. The 




tumor was not malignant 

A 10 

None 

Small abscesses 

Local recurrence in four months. 

A 8 

None 

None 

The very small unexcised portion of 

A 9 

J9 


tumor increased rapidly immediately 
after the first injection and this growth 
was not affected by second treatment 




The tumor was painless. 

A 11 

None 

Local abscesses 

No recurrence. 

A 12 

None 

Local abscesses 

The growth of the large unexcised masses 
of tumor continued uninfluenced by 




the injections. The tumor had never 
given any pain. 

A 8 

None 

None 

Died three weeks after the operation of 
inanition, on account of inability to 
swallow. 

A 7 

None 

None 

Withdrawn from observation. 

B 10 

None 

None 

The growth continued rapidly after the 



/ 

injections. 

B 9 1 /, 

None 

Local abscesses 

Two days after the injection was made 
the severe pain in the malignant ulcer 
disappeared; otherwise no change has 
been observed. 

A 8>/, 

None 

None 

Recurred within a few weeks with rapid 



growth. 

B 9'/, 

None 

Abscess 

No change. 


that the intraperitoneal injection of the juice of human carcinoma into 
normal guinea-pigs or into guinea pigs that had received, 48 hours previously, 
injections of serum from normal human beings, produced no general ana¬ 
phylactic symptoms nor fall of the body temperature; secondly; that the 
intraperitoneal injection of the carcinoma juice into guinea-pigs that had 
received, 48 hours previously, an injection of the serum of the bearer of 
the carinoma, or of another individual suffering from such a tumor, exhibited 
both the outward symptoms of anaphylactic shock and a considerable tem¬ 
perature drop. 

E. Ranzi 1 ) repeated the foregoing experiments, and was unable to 
confirm the findings of Pfeiffer and Finsterer. More recently Pfeiffer 2 ) 

1) Wiener klin. Wochenschr., 1909, No. 40. 

2) Zeitschr. f. Immunitatsforsch., Bd. 4, 1910, p. 458. 
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has published a larger series of experiments by which he upholds the 
results obtained with Finsterer. According to these experiments tumor- 
specific antibodies are demonstrable in the blood of individuals suffering 
from carcinoma but not of these afflicted with sarcoma or non-malignant 
tumors. 

With the Bordet-Gengou reaction of complement-deviation l ), diffe¬ 
rent results have been obtained by different observers. Ludke believed 
he could show, with the serum of two cases of human carcinoma, a slight 
specific complement-deviation. Simon and Thomas 2 ), using the hemolytic 
system, hen corpuscles — anti-hen corpuscle — rabbit serum — guinea-pig 
complement, obtained complement diviation in 24 out of 37 cases of malig¬ 
nant disease, by uniting the patient’s sera with a quantity of cancer extract 
which by itself was not anti-complementary. They obtained no positive 
reaction in 50 normal or otherwise diseased individuals. 

Barratt 8 ), on the other hand, although he was able to thow a specific 
complement fixation upon uniting the sera of immunized mice with mouse- 
tumor extract, could not produce the same phenomenon with the sera of 
human cancer patients. 

Ranzi 4 ) injected 10 ccm. of a paper-filtered cancer extract into two 
cancer patients and after one week examined the two sera with the method 
of complement deviation. His results were entirely negative. 

Lebredo and Coca examined the sera of a number of cancer 
patients, who had received large injections of tumor tissue, in 
order to see whether such injections had stimulated the pro¬ 
duction of demonstrable antibodies. Both the reaction of 
complement deviation and that of specific precpitation were 
lacking in all these sera. The protocols of the experiments 
follow. The case numbers refer to the Havana series. 

Case 1. Male; carcinoma arising in the epithelial vestigia of the 
branchial arch. Operation (Menocal) Sept. 5th, 1910; partial excision of 
the growth. The fluid decanted from four and a half grams of the tumor 
after grinding with twelve cubic centimeters of physiological salt solution 
without the addition of any antiseptic is injected on the day of the operation. 
The unexcised mass grew rapidly after the operation and on Sept 2lst. 
1910, a second operation (Nogueira) was undertaken at which practically 
all of the tumor was removed. At the same time a few cubic centimeters 
of blood were collected from the wound. 

Case 3. Male; sarcoma of the lower jaw ? Sectione showed the tumor 
to be not malignant. Operation (Nogueira) Sept 8th; complete excision 
of the growth. The fluid, decanted from 14 grams of the malignant tissue 
ground up with 6 ccm. of physiological salt solution, is injected, without 

1) Verh. d. Physik.-Med. Gesellsch. zu Wurzburg, Bd. 39,1907, p. 131. 

2) Journ. Exper. Med., Vol. 10, 1908, 

3) Brit. med. Journ., 1910, Yol. 2. 

4) Arch. f. kiin. Chir., Bd. 84, 1907. 
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the addition of any antiseptic, on the day of the operation. Blood was 
taken on September 20th. 

Case 6. Male; carcinoma arising in the mucous of the cheek. Operation 
(Nogueira) September 13, 1910; almost complete removal of the growth. 
The fluid decanted from eight grams of the tumor tissue, after grinding 
with an equal volume of sterile physiological salt solution; without the 
addition of any antiseptic, is injected on the day of the operation. Blood 
taken Sept. 20. 

Case 7. Male; epithelioma of the scalp with metastases to the posterior 
cervical glands. Operation (Menocal) Sept. 1910. Complete excision of 
the malignant tissue. The fluid decanted from eleven grams of the tumor 
after grinding with 15 ccm. of physiological salt solution, without the 
addition of any antiseptic, is injected on the day of the operation. Blood 
taken Sept 20th. 

Case G. B., male; chronic infection of the leg. Non-malignant. Blood 
taken Sept. 20, 1910. 

Case 9. Female, carcinoma arising in the mucous membrance of the 
cheek. Operation (Nogueira) Sept. 19, 1910; almost complete removal of 
the growth. 

Precipitin Test. Sept. 21, 1910. 

Eight grams of the tumor tissue from case 9 are passed twice with 
20 ccm. of physiological salt solution through a Baird and Tatlock lymph 
machine, and one cubic centimeter of the resultant thick fluid shaken with 
9 ccm. of the salt solution. This 1:10 diluted in sharply centrifugalized 
and the decanted pinkish, opalescent fluid used as “antigen”. 

To the unheated sera of cases 3, 6 and 7 diluted one volume in five 
and taken in quantities representing 1 / l0 ccm. of the original sera is added 
the antigen in quantities of 7 10 , 7„, 1 / 40 , */»«. 7uo '/ gM . The 
well shaken mixtures are allowed to stand over night in the ice-box. On 
the following morning precipitation was found to have taken place in all 
the tubes. This precipitation was greater where the larger amounts of an¬ 
tigen had been used but not greater with one serum than with another. 

Five ccm. of the “antigen” were mixed with 1 ccm. of the control 
serum G. B. and allowed to remain over night in the ice-box. The mix¬ 
ture was then freed from the precipitate by sharp centrifugation and 
decantation. To 7, ccm. of the unheated sera 3, 6 and 7 is added the 
treated antigen in quantities of */ l0 , */ 19 , 7io> 7»o> V« 0 and 7*o ccm. 
and the shaken mixtures are left in the ice-box over night. On the follow¬ 
ing morning all the mixtures were still quite clear. 

After the removal, from the tumor extract, of the non¬ 
specific serum precipitable substance, no further precipi¬ 
tation could be obtained by mixing the treated tumor ex¬ 
tract with the serum of cancer patients. 

Complement fixation Test. 

Two antigens were used for this reaction, one from the tumor tissue 
of case 6, the other from that of case 7. In each instance the material 
was ground with an equal volume of salt solution, and afier dilution of 
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the resulting semi-fluid emulsion 1:10 in case 6 and 1:20 in case 7 it 
was centrifugalized and the supernatant opalescent fluid poured off. Neither 
of these antigen fluids were hemolytic for sensitized ox-blood corpuscles in 
quantities of 8 / l# ccm. Both fluids were slightly anti-complementary in 
quantities of 8 / 10 ccm. ( l / M ccm. of guinea-pig’s serum, after two hours 
contact at room temperature 30° C with this quantity, producing only 
partial hemolysis of 1 ccm. of 5% sensitized (2 doses — Vmo ccm.) ox cor¬ 
puscles within the usual period of observation. 

The sera Nos. 1, 6, 7, G. B. and a fifth normal serum C inactivated 
by heating at 58° C for */, hour did not inhibit the complementary 
action of VfO ccm. of guinea pig’s serum in qnantities of 4 /, 0 ccm. 

For the fixation test two amounts of the two antigen extracts were 
used, namely 4 / l0 and */, 0 ccm. the larger quantitity being just under 
the slightly anti-complementary dose. l /»o ccm. of guinea pig’s serum and 
*/ w ccm. of the inactinted sera were used. 

None of the cancer sera gave the least deviation 
of even half the usual dose of guinea pig com¬ 
plement, with 4 /io ccm. or */ 10 ccm. of either antigen 
extract. 

Complement-fixation experiment 


After 2 hours at room temperature 1 c. c. 5 % sensitized (2 doses) 
_ox corpuscles in each tube_ 


In each tube */,„ c. c. normal guinea-pig serum 

After 2 hre. 37° C 

Sera inactivated */ 

hr. at 58° C 

Antigen 
Case 6 

Antigen 
Case 7 

Hemolysis 

Ser. 1 

Ser. 6| Ser. 7 

Ser. G.B. 

Ser. C 


2:10 





4:10 


Complete 

2:10 





2:10 



2:10 






4:10 

V 

2:10 






2:10 

? y 


2:10 




4:10 


yy 


2:10 




2:10 


yy 


2:10 





4:10 
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2:10 




• 

2:10 
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2:10 



4:10 
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2:10 



2:10 
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2:10 




4:" 10 
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2:10 
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2:10 


2:10 
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2:10 



4:’10 

Trace 1 ) 




2:10 



2:10 
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2:’10 

4:10 
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2:10 
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2:10 


2:10 
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1) There was not enough serum at our disposal to enable us to repeat 
the test in this case. 
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We see that even after the injection of relatively large 
quantity of malignant tissue the usual methods of precipitation 
and complement-fixation fail to demonstrate specific antibodies 
in the blood of cancer patients. 

These tests were repeated with sera from three other 
cases, which were obtained on the eighth day following the 
injection of about 10 grams of tumor tissue, with identical 
negative results. 

It is to be observed that the cancer sera examined by 
us were obtained after only one injection of the tumor tissue. 
The recently published experiments of Halpern 1 ) make it 
appear possible that after repeated injections of tumor tissue 
the Bordet-Gengou antibodies might be demonstrable. 

The conclusions of this investigation, so far as our ex¬ 
perience is concerned, will be drawn from the results of the 
vaccination treatment in 79 cases, the other numbers of the 
case record being excluded, for obvious reasons 2 ), from con¬ 
sideration. 

The 79 cases have been classified under three headings 
as follows: 

I. Cases treated after complete removal of the tumor 
(24 cases): 

a) Without the use of any antiseptic: *3(2), *5(3), 
89(1), *92(1), *98(1), *103(1), 104(1), *108(1), 
112(1), *115(2), 117(1), *125(2), *128(1), 130(1), 
132(1), *H5 (1), H 7 (1), H14 (1); 

b) with the use of carbolic acid or formaldehyde: 
*21(1), *25(1), *30(1), 38(1), 53(2), 60(1). 

II. Cases in which small recurrences or early primary 
tumors were present at the beginning of the treatment 
(17 cases): 

8(2), 18(1), 22(4), 27(2), 28(3), 31(4), 32 (2), 33 (2), 
58(2), 61 (1), 62(3), 72(1), 106(2), H2(l), H6(2), 
H13 (1), H15 (1). 

1) Zeitschr. f. Immunitatsf., Bd. 11, 1911, Heft 5. 

2) The numbers were not used, or the patients were not treated, or 
died shortly after operation, or were withdrawn from observation etc. 

* The asterisks indicate those cases in which recurrence has already 
taken place. The numerals in parentheses indicate the number of injections. 
The numbers preceded by the letter H, are taken from the Havana series. 
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III. Large tumors (38 cases): 

6(2), 7(3), 9(3), 12(3), 13(1), 14(3), 15(3), 16(1), 
17(3), 19, 20(5), 26(1), 29(4), 36(7), 40(2), 43(2), 
44 (1), 49 (2), 51 (1), 52 (1), 67 (1), 69 (5), 70 (1), 71 (1), 
74 (1), 81 (1), 82 (1), 86 (2), 87 (1), 90 (2), 93 (3), 94 (1), 
99 (1), 121 (3), 129 (2), H1 (2), H 8 (1), H12 (1). 

Of all these cases, those in which the most striking 
changes were seen to follow the injections were nos. 17, 18, 
19, 26 and 36. Four of these bore large tumors while in the 
fifth, No. 18, the amount of tumor tissue present was rela¬ 
tively sm all. 

In cases 17, 19 and 26 there was a great reduction in 
the size of the tumors amounting, in the last two cases, to an 
almost complete disappearance of the malignant tissue. In 
none of these three cases was the reduction in size accom¬ 
panied with any local evidences of inflammation in the neigh¬ 
borhood of the tumors, and in at least one of them the change 
occurred rapidly, i. e., between May 4th and May 9th. In 
case 18 the ulcer lost its malignant character and was un¬ 
questionably in the process of healing. 

In judging the significance of the remarkable observations 
just described, it is necessary to take into consideration cer¬ 
tain possibilities other than the development in these patients 
of a destructive immunity against the malignant tumors. 

The first question to be disposed of is whether the pos¬ 
sibility of a spontaneous temporary retrogression can be ad¬ 
mitted to explain the changes seen in the four cases. 

Spontaneous retrogression of human cancers is not unknown 
and has been seen to take place in undoubted malignant 
disease of considerable extent 1 ). Mere reflection, however, 
upon the great infrequency of such an occurrence, suffices to 
exclude the coincidence of spontaneous retrogression in all 
of the four cases under consideration, as an explanation of 
the changes observed, particularly since those changes took 
place, without exception, within two weeks after the injections. 

1) See Senger, Verh. d. Deutech. Ges. f. Chir., 1894; v. Czerny, 
ZeitBchr. f. Krebsforsch., Bd. 5, 1907; also Gaylord and Clowes, Surg. 
Gyn. and Obst., 1906; Orth, Zeitschr. f. Krebsforsch., 1904; Wells, 
Journ. Amer. Med. Assoc., 1909 (lit.) and many others. 
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The second possible explanation of the phenomenon pre¬ 
sented by these four cases is found in the fact that in all 
of them the injections resulted in a more or less 
severe streptococcic infection. 

The influence which streptococcic infection may exert upon 
the course of malignant disease, both of epithelial of and 
connective tissue origin has long been recognized. 

Volkmann 1 ) in 1857, first noticed the retrogression of a „fibroma“ 
following an attack of erysipelas. 

Busch 2 3 ) 8 ) next reported one case of multiple sarcoma in which, 
under the influence of an erysipelas that resulted from the excision of one 
of the tumor nodules, all the other tumors disappeared and the patient 
remained free from recurrence. He was the first to attempt (in two cases) 
a therapeutic application of the observed influence of the streptococcic in¬ 
fection. In both instances retrogression of the tumors was seen but neither 
case was cured. 

Streptococcic inoculations were subsequently applied, sometimes suc¬ 
cessfully, in the treatment of malignant tumors by Fehleisen, Ver- 
neuil, Ricochon, Pamard, Lussana, Biedert, Lassar, Janicke 
and Coley, and the influence of accidental infection was also described 
by Mosengeil, Bruns, Hahn, Neelsen, Nelaton, Dauchez, 
Powers and Dowd, Czerny, Coley, Rovsing and others. 

A study of the observations of all these writers suffices 
to establish beyond any doubt, 1st, that malignant dis¬ 
eases may be favorably influenced and even cured 
by an intercurrent streptococcic infection, and 
2nd, that the influence of such infection upon sar¬ 
coma is considerably greater than its influence 
upon carcinoma. 

But it was quickly learned that the inoculation of the streptococcus 
cannot be practiced with impunity. Fatal infections resulted in a number 
of instances, so that notwithstanding the desperate situation of those 
afflicted with cancer, even the surgeons who had themselves seen the most 
astonishing eflects produced upon the course of this otherwise incurable 
disease were no longer willing to assume the responsibility involved by 
resorting to such a dangerous procedure. 

The efforts to make use of the principale of this sole effective inter¬ 
nal" treatment of cancer were, however, not completely discouraged by the 
dangerous complication due to the inoculation of the living organisms. 

1) Pitha-Billroth, Bd. 1, Abt. 2. 

2) Berk klin. Wochenschr., 1866, No. 23. 

3) Berl. klin. Wochenschr., 1868, No. 12. 
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The logical alternative of direct infection with streptococcus was naturally 
the injection of its toxins, free from the living bacteria, in such quantities 
as would produce, if necessary, all the outward symptoms of the infection, 
without endangering the life of the individual. 

Coley 1 ), in his experience with the mixed toxins of streptococcus 
and prodigiosus covering a period of about twenty years, has collected a 
large series of cases of sarcoma, in which injections of the toxins were 
followed by great diminution in the size of the tumors or 
even complete disappearance and permanent cure. He also 
states*) that whereas in untreated cases recurrence takes place in 75% 
after operation, when the toxins are used after operation reccurence follows 
in only 25%. The curative influence of Coley’s mixed toxins upon ma¬ 
lignant growths has been reported also by Czerny 8 ) and others. 

The relative efficacy of the toxins in the treatment of sarcoma and 
of epithelial cancers, according to Coley, corresponds with the general 
experience regarding the similar influence of streptococcus infections, na¬ 
mely, that sarcoma yields more often and more completely to treatment 
than does carcinoma. 

The foregoing review of the pulished experi¬ 
ences relating to the influence of streptococcic 
infection upon malignant growths, makes it seem 
not merely possible but altogether probablethat 
the same influence was operative in producing 
the retrogression of the tumors in the four in¬ 
fected cases Nos. 17, 18, 19 and 26. This assumption is 
greatly strengthened by the fact that among all the large 
numbers of cases who received similar injections without be¬ 
coming infected, there were only two in whom the tumors 
apparently underwent a reduction in size. 

The two cases just referred to are Nos. 8 and 36. It 
will be necessary to preface the discussion of these cases with 
a brief consideration of the question of tumor cachexia. 

Tumor cachexia is the name applied to a symptom-com¬ 
plex, which is often seen in the course of malignant disease, 
consisting chiefly of loss of weight and strength, loss of 
appetite and an anaemic pallor, associated with more or less 
fever of hectic type without preceding chill. There is also 
oligocythemia and oligochromemia. 

1) Annals of Surgery, 1891; Amer. Journ. Med. Sc., 1896, Sept.; 
Transactions of the New Hampshire Med. Soc., 1910 and elsewhere. 

2) Journ. of Amer. Med. Assoc., Jan. 1910. 

3) Miinch. med. Woehenschr., 1895. 
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The question as to the cause of the cachexia of malignant 
tumors is inseperable from the question as to the actual ex¬ 
istence of a specific cancerous cachexia, since the symptoms 
of this condition have been attributed to non-specific influences 
such as infection, pain and disturbance of digestion. 

It cannot be denied that similar symptoms may be pro¬ 
duced by localized infection of long standing, continued severe 
pain and mechanical disturbance of the digestive functions; 
but these conditions may also exist, in lesser degree, without 
giving rise to the clinical picture of cancer cachexia, and on 
the other hand, may be absent entirely or present in very 
limited extent in some cases of pronounced tumor cachexia. 

An important objective symptom of tumor cachexia, which 
is presented by some cancer patients, is the loss of body 
nitrogen demonstrated by Fr. Mflller, Klemperer and 
Gertig. The destruction of body proteid in these cases is 
conceived by v. Dun gem and Werner to be due to the 
absorption of toxic substances produced by the action of bac¬ 
teria upon the tumor tissue. The severe cachexia of some 
cases of early carcinoma of the stomach does not seem to be 
amenable to this explanation. 

Undoubtedly the symptoms of tumor cachexia are often 
exaggerated by a concomitant infection, or the mechanical 
disturbance of digestive functions, but, although it has not 
been possible to prove the existence of a specific tumor ca¬ 
chexia, we do not believe that the efforts to explain away this 
condition, as always due to an accidental complication of 
cancer, have been successful. 

For the “true” tumor cachexia a number of causes have 
been suggested. Most of the explanations have assumed a 
direct toxic influence upon the body by products of the cancer 
tissue or of a hypothetical cancer parasite. But, as Coca 
and Gilman remark, if a direct toxic influence were exerted 
by substances derived from the tumor, the injection into the 
same individual of a large quantity of the tumor tissue should 
be expected to cause an exaggeration of the symptoms. 
The result of such injections, however, has been just the reverse 
of this. Not only has the introduction of large amounts of 
malignant tissue into cancer patients not produced symptoms 
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of cachexia in cases where such a condition was wanting, but 
has been folio wed in every case in which cachexia 
was present, by a rapid disappearance of the 
symptoms. 

Blumenthal 1 2 3 ) thought he could demonstrate in malignant 
tissue ferments which were able to digest heterologous tissue 
more powerfully than could the ferments of normal tissue. 
Upon the basis of this observation, supported by the similar 
independant study of Neuberg*). Blumenthal built up a 
theory of tumor malignancy as well as of tumor cachexia, 
which further assumed that the cancer ferments were capable, 
also, of digesting the living normal organ cells to which they 
had been carried through the blood stream. Neuberg also 
applied the results of his own investigations to the explanation 
of cancer cachexia. The later studies of Hess and Saxl 8 ) 
and of K e p i n o w 4 ) indicated that the contusions of B1 u m e n- 
thal and of Neuberg were based upon fallacious experi¬ 
ments, although Blumenthal, Jacoby and Neuberg 5 ) 
have more recently confirmed the original observations of 
Neuberg and Blumenthal. 

However, if the existence of heterolytic ferments in 
cancer tissue should be definitely proven, it could not be 
immediately assumed that these ferments could injure the 
living cells of the organs to which they might be carried, and 
the experimental demonstration of any such action would be 
surrounded with insuperable technical difficulties. 

The experiments of Abderhalden and his associates 6 * ) 
do not add directly any information upon the question of hetero¬ 
lytic ferments in cancer tissue. Whether the ferment action 


1) Blumenthal und Wolff, Med. Klin., 1905, No. 7. 

2) Berl. klin. Wochenschr., 1905, No. 5. 

3) Wien. klin. Wochenschr., 1908. 

4) Zeitschr. f. Krebsf., Bd. 7, 1909. 

5) Med. Klin., 1909, No. 42. 

6) Abderhalden und Ron a, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 60, 

1909; Abderhalden, Koelker und Medigreceanu, ebenda, Bd. 62. 

1909; Abderhalden und Medigreceanu, ebenda, Bd. 62,1910; Abder¬ 
halden und Pincussohn, ebenda, Bd. 66, 1910; Abderhalden, 
Zeitschr. f. Krebsf., Bd. 9, 1910. 
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observed by the writers in the juice of cancer tissue is diffe¬ 
rent from that which would be exerted by the juice of the 
epithelial structures from which the respective tumors were 
derived, cannot be determined with certainty from their 
protocols. 

Another theory of cancer cachexia is that advanced in the 
preliminary report of Coca and Gilman upon the subject 
of the present article. According to this theory, the con¬ 
dition of cachexia is one of anaphylactic intoxi¬ 
cation, being dueto the continuous absorption of 
the specific epithelial substances of the malign ant 
tumor after the establishment, by such absorption, 
of a state of hypersensitiveness to those sub¬ 
stances. 

The experimental grounds of this theory are as follows: 

1. The symptoms of tumor cachexia can be reproduced 
in anaphylactic animals by continued introduction of minute 
quantities 1 2 ) of the antigen. 

2. Anaphylactic antibodies have apparently been found by 
H. Pfeiffer and the condition of hypersensitiveness to cancer 
extracts has been demonstrated by Gorowitz*) under 
v. Dungern’s direction, in cancer patients. 

3. The injection of large quantities of cancer tissue causes 
the disappearance of the symptoms in cachetic cancer patients. 
This effect can be considered as corresponding with the es¬ 
tablishment in anaphylactic animals, of the condition of anti¬ 
anaphylaxis by the injection of relatively large but sub-lethal 
amounts of the antigen. 

To the category of the symptoms of tumor cachexia given 
above, should be added those of local inflammation. We 
believe in other words, that local pain and the other evidences 
of inflammatory reaction are not always to be looked upon 
as possible causes of the cachectic state but rather as a frequent 
expression of its existence. In accordance with the conception 


1) The recent experiments of Friedberger upon the pyrogenic 
effect of repeated injections of the antigen in minute quantities, sufficiently 
explain the nature of the hectic fever of cancer patients. 

2) Centralbl. f. Bakt. etc. I. Abt., Ref. Beilage, Bd. 44, 1907, p. 57. 
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of tnmor cachexia as a condition of true autointoxication due 
to the continuous absorption by the sensitized individual of 
specific epithelial substances, local pain and inflammation 
need not always be caused by infection or the mechanical in¬ 
fluence of the tumor mass, but may be the expression 
of a local allergetic reaction. 

The experiences of Tuffier 1 2 ) in the treatment of malig¬ 
nant tumors with non-specific sera as well a those of J. W. 
Vaughan*) in the use of the “non-toxic residue” of malignant 
tissue in the treatment of cancer, are in harmony with the 
anaphylactic theory of tumor cachexia. Tuffier stated that 
he had seen a considerable temporary reduction in the size of 
malignant tumors and an improvement in the general health 
of tumor patients as the result of injections of various anti¬ 
toxic sera, such as the ordinary diphteria antitoxin 3 ). Tuffier 
suggested that the reduction in the size of the tumors might 
be due to the phagocytic action of the leucocytes, which are 
greatly increased in the peripheral circulation after the serum 
injections. 

The data obtainable from Tuffier’s communications do 
not permit of any judgment as to whether the tumors observed 
by him diminished in size as the result of a loss of malignant 
tissue, or whether the reduction in the size of the tumors 
was due to the absorption of an inflammatory exudate. However, 
this may have been, the transient disappearance of the local 
and general cachectic symptoms can be explained as the ex¬ 
pression of a state of anti-anaphylaxis; for it is known that 
sensitized animals can be rendered anti-anaphylactic not only 
by the reinjection of a suitable quantity of the specific antigen 
but sometimes, also, by the injection of other proteids 4 ), in¬ 
cluding even commercial “peptone”. 

Vaughan treated tumor patients presenting symptoms 
of cachexia with injections of the “non-toxic residue” of can- 


1) Presse m4d., 1904, No. 10, p. 73. Presse m4d., 1905, No. 4, p. 27. 

2) Joum. Mich. Med. Soc., Vol. 4, p. 593. 

3) Loeffler had recorded similar results following injections of the 
serum of asses that had been “immunized” with injections of tumor tissues. 

4) H. Pfeiffer and S. Mita, Zeitschr. f. Immunitatsforsch., Bd. 4, 
1910, p. 410. See also Calvary, Munch, med. Wochenschr., 1911, No.27. 
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cerous tissue, which he prepared by warming the tissue with 
a 2 % solution of NaOH in absolute alcohol — the insoluble 
portion representing the “non-toxic residue” — and reported 
the disappearance of the symptoms, general and local, in a 
series of cases. 

Fain in cancer, therefore, we conceive as being due either 
to actual involvement of nerve trunks by the tumor, or to 
infection, or finally to the local anaphylactic reaction which 
we have just considered. 

In both of the cases 8 and 36 there was local inflamma¬ 
tory reaction, fn No. 8 pain was not a prominent symptom, 
but ulceration had begun. No other symptoms of cachexia 
were presented by this case. In case 36 both the local in¬ 
flammatory reaction and the general symptom of cachexia 
were present in extraordinary degree; there was, however, no 
ulceration. 

Shortly after the first injections in both instances the local 
inflammatory processes subsided, and coincidently, the tumor 
nodules diminished in size — perceptibly in No. 8, remarkably 
in No. 36. Under the circumstances, however, we are by no 
means justified in believing that the reduction in the size of 
the tumors was due to any destruction and absorption of the 
proper tumor cells. It is indeed probable that the 
change in size was the result of the absorption 
of the inflammatory exudate, which took place 
upon the removal of the causes of the inflam¬ 
mation. 

In our experience, therefore, with the „vacci- 
nation treatment* in malignant tumors we are 
not able to record a single instance in which the 
retrogression of the tumors could be ascribed to 
a destruction of the tumor cells as the result of 
a process of immunization. 

The inefficacy of the injection of large quan¬ 
tities of fresh tumor tissue as an immunizing 
procedure in malignant disease is still more 
strikingly seen in the failure of such injections 
to prevent a recurrence of the disease even where 

Zeitschr. t Immunity tafortchang. Orig. B4. XIII, 38 
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the treatment was given after complete excision 
of the growth. In 52 percent of the cases treated 
under these favorable circumstances — group 1 — 
recurrence took place within iy 2 years. 

Coca and Gilman 1 ) reported the rapid disappearance 
of general cachetic symptoms after the injection of the tumor 
tissue. We have had a similar experience. In every case in 
which there was general cachectic symptoms these have sub¬ 
sided or disappeared completely within three days after the 
injections. Such cases were Nos. 6, 31 and 36. The local 
symptoms of cachexia — pain and swelling — which were marked 
in cases 8, 13, 15, 31, 36, 51, 99 and H13, disappeared also 
in every instance within 48 hours after the injections. In two 
cases, Nos. 15 and 31, this influence was wanting after the 
first injection but followed the second injection. In one of 
these cases — No. 31 — the first injection was small. 

In cases Nos. 7, 20 and 99, there was referred pain due 
to involvement of nerve trunks. In none of these was this 
pain relieved by the injections. 

In only one instance, case 14, was any inflammatory 
reaction in the tumor itself seen to follow the injections. 

Except for the rapid relief of cachectic symptoms we have 
seen no evidence of any specific influence upon the malignant 
growths by the injection of tumor tissue. Our investigation 
leaves us, therefore, without any explanation for the results 
of the “vaccination” treatment seen in the case of Le Ber¬ 
trand and in the two cases of Coca and Gilman, which 
we have described in this article. The case of Le Bertrand 
as well as one of our own (Jose Composano) may have 
represented a coincident spontaneous retrogression but the 
remarkable changes seen in the first Manila case (Valentin 
Noguera) can scarcely be explained in this way. 

The constant favorable influence of injections of large 
quantities of cancer tissue upon the cachectic symptoms in 
malignant disease, constitutes the single indication, according 
to our experience, for the use of such injections as a thera¬ 
peutic measure. 


l) 1. c. 
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The recent experiences of Beebe 1 ) in New York add 
strong support to this conclusion. 

Infection can be avoided by the use of formaldehyde, 
which in a concentration of 1:1000 will sterilize a fine tumor 
emulsion within 24—36 hours. That this disinfectant does not 
destroy the anti-cachectic influence of the material is amply 
shown in case 36. 

The greatest danger in the use of fresh tumor emulsions, 
barring the one of causing infection, is that of reimplanting 
the tumor. This contingency was considered by Coca and 
Gilman, but in view of the thorough crushing to which the 
tumor tissue is subjected in being passed ten times though 
a Baird and Tatlock vaccine machine, the risk was thought 
to be a slight one. Moreover, the addition of 0.5°/ 0 of 
carbolio acid was believed to be sufficient to render incapable 
of growth the few cells which might have escaped mechanical 
destruction. 

Gilman later introduced a modification of the method 
of preparation, which consisted in a simple forcing of the 
tumor cells through fine wire gauze, instead of grinding the 
tissue. After the introduction of this modification, reimplan¬ 
tations occurred in four cases receiving injections of tumor 
cell emulsions prepared in that way. In every case the tumor 
from which the emulsion was made had been removed from 
the individual receiving the injection and the emulsion had 
stood in at least three instances with 0.5% carbolic acid for 
24 hours. The history of three of these cases was reported 
by W. B. Coffey 2 ). 

Of our own series, 29 individuals received injections of 
ground tumor cells prepared from their own tumors, without 
the addition of any antiseptic, and 25 received similar injec¬ 
tions of heterologous material. Among all these one alone 
suffered a reimplantation at the site of injection of an auto¬ 
genous preparation The emulsion used in this case had been 
ground in an old and defective machine which was soon after¬ 
ward repaired. 


1) Oral Communication. 

2) Calif. State Journ. of Med., March 1911. 
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These untoward experiences supply further evidence of 
the great similarity between the malignant tumors of Man 
and those of the lower animals. While it is true that none 
of the transplantations was made into an individual other than 
the one in whom it had originated, the possibility of such a 
transplantation is not excluded by the negative results thus 
far recorded; because in the great majority of instances the 
material injected to a treatment which was most unfavorable 
to the further development of the tumor cells. 

Our observations seem strongly to show that the active 
immunization against malignant tumors in human beings is 
impractible. We believe that cancer is a medically curable 
disease; that is, that it is amenable to cure by “internal” 
treatment. This is strongly indicated not only by the results 
obtained by the use of bacterial toxines in the hands of 
Coley, and the foetus autolysates in the hands of Fichera 1 ), 
as well as by our own experience in the case of Valentin 
Noguera, but also by the considerable number of recorded 
instances of spontaneous retrogression of malignant tumors 
in human beings. 


Our sincere thanks are due Dr. Juan Guiteras, 
director of the Department of Sanitation of Cuba, for his 
generous support of our studies in Havana. 


Zusammenfassung. 

1) In den Tropen kommt Infektion mit Streptococcus 
pyogenes relativ selten vor. 

2) Es gelingt nicht mittels der Methoden der Komplement- 
ablenkung und der spezifischen Pr&zipitation im Blute Krebs- 
kranker, die eine Woche vorher Injektionen ihrer eigenen 
Tumoren erhalten haben, spezifische AntikQrper nachzuweisen. 

3) Die Analyse von 79 Fallen maligner Tumoren, die mit 
Injektionen groBer Mengen des Tumorgewebes behandelt 


1) Fichera, Polielinico, Roma, Vol. 17., No. 27, p. 835; Lancet, 
London 1911, Oct. 28th; and elsewhere. 
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waren, zeigt nicht die geringste Beeinflussung der Krankheit, 
die auf eine aktive Immunisierung bezogen werden kOnnte. 

4) Die zufailige Infektion mit Streptococcus pyogenes hatte 
in vier Fallen von Carcinom eine rapide Vernichtung nnd Ab¬ 
sorption der Geschwfllste zur Folge, ohne jedoch dadurch eine 
dauernde Heilung herbeizufflhren. 

5) Weitere Sttltzen fflr die Krebskachexie-Theorie von 
Coca nnd Gilman werden gebracht. In jedem Falle, wo 
Symptome der Kachexie vorhanden waren, schwanden diese 
kurz nach der Injektion des Tumorgewebes. 


Nachdruck verboten. 

Bemerkungen zu der Arbeit von Graetz: 

„Experimentelle Studlen zur Theorie und Praxis 
der EIweif$differenzierung“. 

Von L. HaendeL 

(Eingegangen bei der Bedaktion am 22. Mai 1912.) 

In einer in Bd. 13, Heft 4 dieser Zeitschrift erschienenen 
Arbeit: „Experimentelle Studien zur Theorie und Praxis der 
EiweiBdifferenzierung", unterzieht Graetz eine frtthere, in 
Bd. 7, Heft 3 verdffentlichte Mitteilung: „Auswertung von Anti- 
eiweiBseris“ von Steffenhagen und mir einer in polemischer 
Form gehaltenen Kritik, die mir zu einigen sachlichen Be¬ 
merkungen Anlafi gibt. 

Graetz bestatigt zwar in seiner Arbeit die damals von 
Steffenhagen und mir erhobenen Befunde, wonach Anti- 
EiweiBsera trotz hohen Prazipitingehaltes nur eine geringe 
komplementbindende Wirkung entfalten kdnnen, vollkommen, 
behauptet jedoch, daB im Gegensatz zu unseren Angaben 
derartige Sera nur selten vorkommen. Wie viele solcher Sera 
von Graetz selbst beobachtet worden sind, ist aus seinen 
Ausftthrungen nicht genau ersichtlich. Wir fan den jedenfalls, 
als wir vor 2 Jahren unsere Versuche aufnahmen und einen 
Teil der uns zu jener Zeit zur Verftigung stehenden pra- 
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zipitierenden Sera in dieser Hinsicbt untersuchten, unter 
diesen sofort 17 schlecht komplementbindende Sera mit hohem 
Prfizipitingehalte, welche wir dann in vergleichenden Unter- 
suchungen systematisch bezfiglich ihrer prfizipitierenden und 
komplementbindenden Wirkung, zum Teil auch binsichtlich 
ihrer anaphylaktisierenden Eigenschaften und nach ibrer Prfi- 
zipitationsstfirke nach Nuttal ausgewertet haben. Obwohl 
ich spfiterhin besondere Untersuchungen nach dieser Richtung 
nicht weiter vorgenommen habe, sind mir doch gelegentlich 
anderer Versuche auch in der Zwischenzeit nicht selten eben- 
falls wieder Sera vorgekommen, welche ein gleiches Verhalten 
zeigten. Auch an anderen Stellen sind entsprechende Be- 
obachtungen gemacht worden. Ich verweise hier nur auf die 
Angabe in der kfirzlich erschienenen Arbeit von Seiffert 
(Zeitschr. f. Hygiene, Bd. 71, p. 547): „Bei Verwendung der 
Sera zur Komplementbindung ist zu berflcksichtigen, dafi 
nicht alle Sera einen hohen komplementbindenden Titer (oft 
gar keinen) 1 ) besitzen, wie dies auch schon Haendel und 
Steffenhagen festgestellt haben.“ 

Man wird also auch den AusfQhrungen von Graetz 
gegenflber daran festhalten raflssen, dafi unsere damalige 
Feststellung, wonach „empfindliche, prfizipitierende Sera mit 
nur geringer komplementbindender Wirkung anscheinend 
sogar verhfiltnismfifiig hfiufig vorkommen, hfiufiger jedenfalls 
als man bisher anzunehmen geneigt war tt , vollkommen zu 
Recht besteht. An sich kommt meines Erachtens aber dieser 
von Graetz in den Vordergrund gerfickten Frage, ob solche 
Sera hfiufig oder selten vorkommen, nur eine sekundfire Be- 
deutung zu. Als wir damals unsere Befunde verbffentlichten, 
erschien es uns aus dem Grunde notwendig, flberhaupt auf 
diese Erscheinung ausdrttcklich aufmerksam zu machen, weil 
zu jener Zeit fiber entsprechende Beobachtungen noch kaum 
etwas bekannt geworden war, und in weiten Kreisen der 
Fachgenossen die Auffassung bestand, dafi ein Parallelismus 
im Ausfall der Prazipitation und Komplementbindung in 
jedem Falle bestehen und jedes prfizipitierende Serum auch 


1) Ira Original nicht gesperrt gedruckt. 
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Komplementbindung bewirken mttsse. Wurde von einem 
Untersucher eine gegenteilige Beobachtung gemacht, so hatte 
dies dann, wie wir aus manchen personlichen Anfragen er- 
sahen, die Folge, dafi in solchen Fallen Zweifel und Un- 
sicherheit beztiglich der Zuverlfissigkeit beider Methoden ent- 
standen. Um in dieser Hinsicht Aufklfirung zu schaffen, 
hatten wir unsere Befnnde mitgeteilt. 

Wenn Graetz nun eine Reihe von Sera anfflbrt, welche 
grSBtenteils eine erheblich st&rkere komplementbindende als 
prfizipitierende Wirkung entfalten, so bringt eine derartige 
Zusammenstellung nichts Neues und widerlegt unsere An- 
gaben in keiner Weise. 

Dafi auch prSzipitierende Sera mit einer weitergehenden 
komplementbindenden Kraft vorkommen, ist eine allbekannte 
Sache und von niemanden, insbesondere auch von uns nicht, 
bestritten worden. Wohl aber wurde von uns betont, dafi 
diese Eigenschaft nicht bei jedem pr&zipitierenden Serum, 
wie dies damals vielfach geschah, ohne weiteres vorausgesetzt 
werden darf, sondern dafi auch verhaltnism&Big nicht selten 
bei pr&zipitierenden Seris das umgekehrte Verhalten zu be- 
obachten ist. Aus diesem Grunde haben wir dann auch die 
schon von Sachs gestellte Forderung erneut hervorgehoben, 
auch for den Komplementbindungsversuch nur sorgf&ltig in 
dieser Hinsicht ausgewertete Sera zu verwenden. Dieser 
Forderung schliefit sich ja auch Graetz im allgemeinen an. 
Allerdings glaube ich gegentiber der betreffenden Angabe 
von Graetz, dafi es sich nicht nur empfiehlt, dieser 
Forderung zu entsprechen, sondern, dafi deren Erfttllung un- 
bedingt notwendig ist Dafi bei Beachtung dieser 
Forderung das Vorkommen eines schlechten Bindungs- 
vermSgens bei hochwertigen pr&zipitierenden Antiseris keine 
Kontraindikation gegen die praktische Verwertung des Kom- 
plementbindungsverfahrens als solches fiir die Antigendiagnose 
in foro bildet, erscheint mir selbstverstSndlich. Dagegen kann 
meines Erachtens nicht eindringlich genug davor gewarnt 
werden, etwa in der Praxis fttr Komplementbindungsversuche 
Antisera mit mangelndem oder geringem Bindungsvermogen 
zu verwenden, nachdem sie nach Graetz durch „technische 
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Eunstgriffe 44 , Entfernung der Ambozeptoren oder durch Ver- 
wendung gut ablenkbarer Komplementsera in der von Graetz 
beschriebenen Weise fflr den Eomplementbindungsversuch ge- 
eignet gemacht worden sind. Die yon Graetz fflr derartige 
Sera mitgeteilten Protokolle zeigen deutlich, dafi solche Anti¬ 
sera, welche gleichzeitig in einem Falle einen ansgesprochen 
positiven, im anderen einen vdllig negativen Reaktionsausfall 
bewirken kflnnen, fflr forensische Untersuchungen jedenfalls 
vollkommen unbrauchbar sind. 

Nur bei Benntzung einwandfreier, genau ausgewerteter 
Sera wird das Neisser-Sachssche Eomplementbindnngs- 
verfahren fflr forensische Zwecke verwendet werden dflrfen, 
wie dies ja anch fflr die Prflzipitinmethode von Uhlenhnth 
gefordert wird. Es wird dann in Erg&nzung des Uhlenhuth- 
schen Verfahrens in besonderen Fallen, speziell bei der Unter- 
suchung gekochter Wflrste, gate Dienste leisten kdnnen, wie 
dies Uhlenhnth selbst immer hervorgehoben hat. Im 
ttbrigen wird aber grunds&tzlich ebenfalls an der Uhlen- 
hnthschen Forderung festzuhalten sein, dafi in erster Linie 
der Ausfall der Prflzipitinmethode bei der forensischen Unter- 
suchnng ausschlaggebend bleiben mall, and dafi auf den 
alleinigen positiven Ansfall einer Eomplementbindungsreaktion 
ein entscheidendes Urteil in der Praxis nicht zulflssig ist. 


Frommannscht Bnchdruckerd (HennAnn Pohle) in Jena, — 4093 
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[Aus dem Institat fttr allgemeine and experimentelle Pathologi© 
der Jagelloniscben Universit&t in Krakau.] 

Ueber den EinfloB der Radium-Emanation auf die Phago- 
cytose ron Bakterien. 

Von Prof. Dr. Carl v. Kleoki. 

(Eingegangen bei der Bedaktion am 24. Marz 1912.) 

Seitdem man die Heilerfolge, welche mit gewissen Wasser- 
kuren, n&mlich durch den Gebrauch von Akrothermen, erzielt 
werden, h&uptsfichlich der in denselben enthaltenen Radium- 
Emanation zuschreibt, ist eine grofie Anzahl von Pnblikationen 
fiber die therapeutische Wirkung der Radium-Emanation er- 
schienen. Die physiologischen Grundlagen aber, auf welches 
eine jede rationelle Therapie sich stfitzen sollte, sind hier 
jedoch noch ziemlich unbearbeitet geblieben. 

Die bisherigen diesbeziiglichen Untersuchungen haben erwiesen, dafi 
die Radium-Emanation, wenigstens unter gewissen Umstanden, sowohl auf 
hdhere tierische Zellen, wie auch auf niedere Wesen eine Wirkung austibt. 

Es erhellt aus den Versuchen von Bouchard, R. Curie und 
Balthazard, dafi die Radium-Emanation, welche im allgemeinen keine 
ausgesprochenen toxischen Eigenschaften besitzt, unter Umstanden hdhere 
Tiere vergiften, sogar den Tod dereelben durch Vergiftung herbeifuhren 
kann. Die Wirkung der Radium-Emanation auf in Entwicklung stehende 
Organismen ist aus den Untersuchungen von Danysz, Szaper und 
Winterbert ereichtlich. Nach Lowenthal beruht die Wirkung der 
Radium-Emanation auf den Organismus auf Aktivierung der durch die 
Zellen desselben produzierten Fermente. 

Die unmittelbare Einwirkung der Radium-Emanation auf rote Blut- 
korperchen und Spermatozoen ruft nach London eine Auflosung der- 
selben hervor. 

Bouchard, P. Curie und Balthazard haben in ihren oben an- 
gegebenen Versuchen gefunden, dafi bei Tieren, welche mit Radium- 
Emanation vergiftet sind, Leukopenie auftritt; es kann daraus gefolgert 
werden, dafi die Radium-Emanation entweder auf die weifien Blutkorperchen 
negativ chemotaktisch einwirkt, oder gar durch Vernichtung dieselben im 
Blute zum Schwunde bringt. 

Zeltichr. f. Immunitatsforschung. Orig. Bd. XIII. 39 
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Was die Wirkung der Radium-Emanation auf Bakterien anbetriflt, 
so haben v. Baeyer, London, Dorn, Baumann und Valentiner, 
Goldberg, Dautwitz und Rheinboldt festgestellt, dafidieeelbe sowohl 
fur Saprophyten wie auch fiir pathogene Bakterien, wie Anthrax, Typhus, 
Diphtheriebacillen und Choleravibrionen bakterizid ist; nur Lbwenthal 
spricht der Radium-Emanation eine jede bakterizide Wirkung ab. Bouchard 
und Balthazard haben die schadliche Wirkung der Radium-Emanation auf 
Farbstoff bildende Bakterien eingehend beschrieben, wobei sie auf Diffe- 
renzen dieser Wirkung auf verschiedene Gruppen der genannten Mikro- 
organismen hinweisen. Folglich ist die Wirkung der Radium-Emanation 
auf verschiedene Mikroben nicht immer die gleiche. Nach Suess beein- 
trachtigt die Radium-Emanation weder die Entwicklung noch die pathogenen 
Eigenschaften der verschiedenen Typen des Tuberkelbacillus. 

Aus obiger Zosammenstellung ist es ersichtlich, wie spftr- 
lich unsere Kenntnisse fiber den Einflufi der Radium-Emanation 
auf das Zellleben sind. Indem die Phagocytose einen Aus- 
druck der Zellt&tigkeit darstellt, welcher leichter als viele 
andere Phftnomene des Zelllebens eingehend studiert werden 
kann und in Anbetracht der wichtigen Rolle, welche der 
Phagocytose im allgemeinem, speziell aber der Phagocytose von 
Bakterien in pathologischen Verhfiltnissen zukommt, habe ich 
diese Frage einer experimentation Prfifung unterworfen, um 
so mehr als man auf Grund der bisherigen Untersuchungen 
fiber die physiologische Wirkung der Radium-Emanation sich 
kein Urteil fiber den Einflufi derselben auf das in Rede stehende 
Phfinomen bilden konnte. 

Diese Untersuchung habe ich schon im Jahre 1909 be- 
gonnen und ich war schon in demselben Jahre 1909 in der 
Lage, fiber einige Resultate dieser Arbeit auf dem I. Kongrefi 
polnischer Internisten in Krakau zu berichten. Weitere im 
Laufe des Jahres 1910 durchgeffihrte Experimente haben die 
frfiher erhaltenen Resultate vollkommen bestfitigt und haben 
es mir gestattet, den Mechanismus der beobachteten Ph&nomene 
etwas naher zu erl&utern. 

In demselben Jahre 1910 ist eine Arbeit von Reiter iiber den Einflufi 
der Radium-Emanation auf die Phagocytose des Tuberkelbacillus erschienen. 
Aus seinen im vitro durchgefiihrten Experimenten folgert Reiter, dafi die 
Radium-Emanation im allgemeinen die Phagocytose des Tuberkelbacillus 
an zu regen scheint, in einzelnen Fallen bis zu 30 Proz., dafi aber unter Um- 
stiinden (unter welchen wird nicht angegeben) die Emanation durch direkte 
Eimvirkung auf die Bakterien dieselben vor der Phagocytose 6chiitzen zu 
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kbnnen scheint. Den die Phagocytose dee Tuberkelbacillus verstarkenden 
Einflufi der Radium-Emanation glaubt Reiter auf die Anregung der 
Tatigkeit der Phagocyten zuriickfuhren zu diirfen. In vivo an Meer- 
Bchweinchen von Reiter angestellte Versuche haben keine Resultate er- 
geben, was Reiter der prompten Ausscheidung der Radium-Emanation 
aus dem tierischen Korper zuschreibt. 

Es soil an dieser Stelle nur angedeutet werden, dafi die 
Resnltate meiner analogen mit dem Tuberkelbacillus an- 
gestellten Experimente mit den von Reiter erhaltenen Re- 
sultaten in Widerspruch stehen. 

* * 

* 

Den Einflufi der Radium-Emanation auf die Phagocytose 
von Bakterien habe ich in einem Apparate studiert, welcher 
speziell zu diesem Zwecke zusammengestellt wurde. 

Die Phagocyten wurden aus der Pleurahohle von Eaninchen er- 
halten, nach Einspritzung in dieselbe am Vortage des Experiments von 
6—10 ccm einer Aleuronatemulsion in physiologischer Kochsalslosung 
im Verhaltnis von 3:40. Die au6 der Pleurahohle gewonnenen Zellen 
wurden mit einer 0,2 Proz. zitronsaures Natrium enthaltenden physiologischen 
Kochsalzlosung mehrmals grundlich gewaschen. One solche Ldsung eignet 
sich nach Hekraa besonders gut fur Untersuchungen iiber Phagocytose 
in vitro, was ich auf Grund meiner eigenen Erfahrung bestatigen kann. 
Nach vollendeter Waschung der Phagocyten mit dieser Losung wurden 
dieselben in gewohnliche Kochsalzlosung iibertragen. 

Die vorliegenden Experimente wurden mit 3 Bakterien- 
arten angestellt: mit dem Bacterinm coli commune, dem 
Staphylcoccus pyogenes aureus und mit dem Bacillus der 
menschlichen Tuberkulose. 

Eine Suspension der beiden erstgenannten Mikroben in physiologischer 
Kochsalzlosung wurde durch Schiitteln der von 48-stiindigen Agarkulturen 
abgeschabten Bakterienhaute mit Glasperlen erhalten, eine Suspension von 
Tuberkelbacillen resp. von Fragmenten derselben wurde durch Zerreiben 
der auf Glyzennbouillon gebildeten Bakterienhaute mit sterilisiertem Sand 
in Kochsalzlosung gewonnen, und zwar benutzte ich anfangs bei der An- 
fertigung dieser Suspension 0,85-proz. Kochsalzlosung, spater eine solche 
von 0,1 Proz., welche nach den Angaben von Wright und Douglas 
und von Bulloch die Tendenz des Tuberkelbacillus zur Haufchenbildung 
beeintrachtigen soil. In beiden Fallen liefi sich eine ziemlich gleichmafiige 
Suspension der Bacillen erhalten, was meines Erachtens mehr von einem 
genauen Zerreiben der Bakterienhaute als von der Konzentration der Koch- 
salzlosung abhangig ist. 

39* 
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Die in obiger Weise erhaltene Bakteriensuspension wurde den in 
physiologischer Eochsalzlosung suspendierten weifien Blutkorperchen bei- 
gemengt und nach Durchmischung derselben wurde je ein Tropfen dieser 
Mischung in die zentrale Aushohlung von einigen, gewohnlich von 10 Objekt- 
tragem gebracht. Indem in einem jeden Experiment ein Kontrollversuch 
ausgefiihrt wurde, wurden die Objekttrager mit den an denselben hangenden 
Tropfen, gewohnlich zu 5 Btiick, in jedem Versuch auf entsprechenden 
Haltern, der eine iiber dem anderen, mit der nach unten gerichteten Aus¬ 
hohlung in 2 gleiche Glasgefafie gebracht, deren jedes 100 ccm destillierten 
Wassers enthielt, wobei das Waseemiveau den untersten Objekttrager nicht 
erreichte. Die Glasgefafie waren mit doppelt durchbohrten Eautschuk- 
pfropfen hermetisch verschlossen. Zwei in die Gefiifie eingefuhrte Glas- 
rohren dienten zur Durchstrdmung des Inneren derselben mit Luft, resp. 
mit Radium-Emanation. Die beiden Glasgefafie wurden in einen auf 37° 
eingestellten Therm ostaten gebracht. 

Zwei durch eine Beitenbffnung im Thermoetaten gefuhrte Eautschuk- 
r&hren dienten zur Durchleitung in das Innere der Glasgefafie von Gas 
aus zwei Erlenmeyerechen Kolben, welche neben dem Thermostaten auf- 
gestellt waren und deren einer 250 ccm. destillierten Wassers und der 
zweite ebensoviel einer wafirigen Ldsung von ca. 2 mg Radiumbromid ent- 
hielten. Diese Radiumlosung wurde mir giitigst von Prof. August Wil- 
k o w s k i zur Verfiigung gestellt. Die im Thermostaten aufgestellten Glasgefafie 
waren vermittelst einer Y-f8rmigen GlasrOhre mit einer Wasserpumpe ver- 
bunden. Vermittels Klemmen, welche an den die verschiedenen Teile des 
Apparates verbindenden Eautschukrdhren angebracht waren, konnte man 
einen jeden derselben, resp. die Atmosphere des Inneren eines jeden Teiles 
des Apparates genau isolieren. Der Durchmesser aller analogen Glas- und 
Eautschukrdhren war in beiden Halften des Apparates der gleiche. 

Durch die Wirkung der Wasserpumpe konnte somit nach 
Er5£hen der Klemmen durch das Innere der beiden die 
Tropfen der Mischung von Phagocyten und Bakterien ent- 
haltenden Glasgefafie gleichzeitig ein Luftstrom yon gleicher 
Starke, gleicher Temperatur und gleicher Feuchtigkeit ge- 
leitet werden, welcher in der einen Hhlfte des Apparates 
Radium-Emanation enthielt Dieselbe lOste sich zum Teil in 
dem in dem Glasgefafie enthaltenen Wasser auf bei ihrem 
Durchgang durch dasselbe mit den Luftblasen und gelangte 
spater aus dem Wasser in die die Tropfen der Mischung der 
Phagocyten und Bakterien umgebende Atmosphare, zum Teil 
gelangte sie dorthin direkt mit den auf der Oberflache des 
Wassers platzenden Luftblasen. 

Wie gesagt, waren die in den Glasgefhfien aufgestellten 
Objekttrager mit den an der zentralen Aushohlung der- 
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selben h&ngenden, Phagocyten and Mikroben enthaltenden 
Flflssigkeitstropfen nach nnten gerichtet. Bei dieser Ein- 
richtung waren die beiden in diesen Tropfen befindlichen, 
bei der Phagocytose beteiligten Elemente der Wirknng des 
Lnftstroms resp. der Radium - Emanation gut ausgesetzt. 
Es war dabei erwflnscht, daB die SSttigung der obige 
Flflssigkeitstropfen umgebenden Atmosphfire mit Radium- 
Emanation in den vorliegenden Experimenten bekannt und in 
analogen Versuchen ungef&hr gleich sei. Indem es aus tech- 
nischen Grflnden nicht mflglich war, die Radium-Emanation 
bier in der die Flflssigkeitstropfen umgebenden Luft zu be- 
stimmen, wurde der Gehalt an Emanation des in dem Glas- 
gef&fl enthaltenen Wassers bestimmt, durch welches die 
Radium-Emanation mit dem Luftstrom geleitet worden war 
und aus welchem es in die Atmosph&re des Inneren der Ge- 
fSBe gelangte. Diese Bestimmungen warden mit dem Fon- 
taktoskop von Engler und Sieveking vorgenommen. Es 
hat sich gezeigt, daB nach einer einstfindigen Durchstrflmung 
des in dem Glasgef&B befindlichen Wassers mit dem Radium- 
Emanation fflhrenden Luftstrom mit der Geschwindigkeit von 
60—100 Gasblasen im Laufe einer Minute, das Wasser ca. 
1000000 Emanationseinheiten *) in 1 Liter enthielt und daB 
das Wasser ungef&hr denselben Gehalt an Radium-Emanation 
aufwies, wenn die Durchstrflmung desselben nur 10—15 Minuten 
gedauert hatte, selbst in dem Falle, wenn die Emanations- 
bestimmungen resp. Experimente, bei welchen die Radium- 
Emanation immer aus derselben Quelle stammte, allt&glich, 
und zwar einmal t&glich, ausgefflhrt warden. Die SSttigung 
mit Radium - Emanation des in dem Glasgef&B enthaltenen 
Wassers war demnach eine verhSltnism&Big grofie, sie ent- 
sprach ungef&hr derjenigen, welche das von den zu Trink- 
und Badekuren gebrauchten Emanatoren gelieferte Wasser 
bietet. 

Es wurde also in den vorliegenden Versuchen das Innere 
der die Objekttrfiger enthaltenden Gef&Be mit emanations- 
haltiger resp. mit reiner Luft 10—15 Minuten lang durch- 
strflmt, worauf nach AbschluB der GefSBe dieselben noch 30 


1) Zahl des VoltabfaUs des Potentials nach Ablauf einer Stunde. 
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bis 45 Minuten lang in dem Thermostaten stehen gelassen 
warden. Diese Zeit genQgt nfimlich vollkommen far die Aus- 
bildung einer aasgesprochenen Phagocytose. Dann wurden 
die GeffiBe gedffnet und mikroskopische Prfiparate von den 
FlQssigkeitstropfen, in welchen die Phagocytose vor sich ging, 
in entsprechender Weise angefertigt; die in einem jeden 
Experiment von beiden FlUssigkeiten in identischer Weise 
angefertigten Prfiparate wurden sofort nach Anfertigung der- 
selben, gewShnlich im Laufe eines und desselben Tages, unter- 
sucht. 

Eine genaue Bestimmung der Intensitat der Phagocytose von Bakterien 
durch Phagocyten, welche aus einer Kdrperhohle kiinstlich erhalten worden 
sind, ist keine leichte Aufgabe. Nach der fiir Blutuntersuchungen von 
Wright ausgearbeiteten Methodik geniigt es, die Zahl der im Plasma von 
20 Phagocyten enthaltenen Bakterien zu bestimmen. Sauerbeck hebt 
aber mit Becht hervor, daS eine in obiger Weise ausgefiihrte Bestimmung 
des opsonischen Index infolge der UngleichmiiSigkeit, mit welcher sogar 
nebeneinander liegende Blutkorperchen Bakterien aufnehmen, sowohl bei 
starker wie auch bei schwacher Phagocytose zu groben Fehlern fiihrt; 
nach Sauerbeck ist bei einer derartigen Bestimmung eine Zahiung der 
von 100 Phagocyten aufgenommenen Bakterien erforderlich, besonders 
wenn die Phagocytose ungleichmafiig ist, oder wenn die Blutkdrperchen 
nicht gleichmafiig im Priiparate verteilt liegen. 

In den vorliegenden Untersuchungen wnrde in einem 
jeden Versuche die Zahl der von 80—300, meistens von 
200—240 Phagocyten aufgenommenen Bakterien bestimmt, 
und dies sowohl in der Flttssigkeit, welche der Radium- 
Emanation ausgesetzt war, wie auch in der Kontrollflfissigkeit. 
Es wurde nfimlich die Zahiung der Bakterien gewQhnlich in 
10 Prfiparaten, in einem jeden Prfiparate in 20 Phagocyten, 
far jede Flttssigkeit ausgeftthrt. Dabei wurden noch folgende 
Umstfinde berttcksichtigt. Es wurden zu diesen Zfihlungen 
solche Stellen in den Prfiparaten gewfihlt, wo die Phagocyten 
mfiglichst gleichmfiBig in der FlOssigkeit verteilt und von 
freien Bakterien umgeben waren. Es wurden dabei nur solche 
Phagocyten in Betracht gezogen, welche ihrem AeuBeren nach 
als ganz normal bezeichnet werden konnten, was bei einer 
Untersuchung von aus einem Exsudat stammenden Elementen 
besonders wichtig erscheint. Eine gewisse Erleichterung der 
Untersuchung in dieser Hinsicht bildete in den vorliegenden 
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Versucheii der Umstand, daB die Phagocytose hier im all- 
gemeinen ziemlich schwach war und daB die Zeitdauer, in 
welcher die Bakterienprodukte auf die Phagocyten einen 
sch&dlichen EinfluB ausflben konnten, recht kurz war, so daB 
eine nennenswerte Schadigung der Zellen durch die genannten 
Produkte hier kaum zustande kommen konnte. In den Ver- 
suchen, in welchen das Bacterium coli und der Staphylococcus 
pyogenes phagocytiert wurden, wurden bei den obigen Zahlungen 
nur die polynukle&ren neutrophilen Leukocyten beriicksichtigt, 
in den Versuchen, welche mit dem Tuberkelbacillus ausgefflhrt 
worden waren, sowohl die Mikrophagen wie auch die Makro- 
phagen. 

Nach Wright und Douglas spielen die Opsonine bei der Phago¬ 
cytose von Bakterien eine so wichtige Rolle, daB ohne deren Einwirkung 
auf die Bakterien die Erscheinung iiberhaupt nicht zustande kommt. 
Sauerbeck auBert sich in einer ahnlichen Weise fiir den Fall der 
Phagocytose von Streptokokken. Dagegen kommt nach Sawtschenko, 
Barykin und Maikow die Phagocytose von Bakterien, Kohlenpartikeln 
und Karminkdrnern durch von Warmbliitern stammende Zellen in einer 
isotonischen Losung auch ohne Opsonine zustande, nicht aber die Phago¬ 
cytose von roten, besonders von fremdartigen Blutkorperchen. 

Auf Grund meiner eigenen Beobachtung glaube ich be- 
haupten zu dflrfen, daB ftlr die Phagocytose wenigstens ge- 
wisser Bakterienarten die Opsonine nicht unentbehrlich sind. 
In den vorliegenden Versuchen haben die Phagocyten das 
Bacterium coli, den Staphylococcus pyogenes aureus, den 
Tuberkelbacillus, wie auch KarminkOrner auch dann auf- 
genommen, wenn die Zellen ganz grflndlich gewaschen waren 
und das Medium der Phagocytose reine physiologische Koch- 
salzldsung bildete. In einer Reihe von Versuchen mit dem 
Bacterium coli und dem Tuberkelbacillus, in welchem ich 
zu der Mischung von Phagocyten und Bakterien in physio- 
logischer Kochsalzldsung noch vor der Aussetzung derselben 
der Einwirkung der Radium-Emanation noch Blutserum hin- 
zufflgte, welches von demselben Tiere stammte, welches die 
Phagocyten geliefert hatte, und zwar in einer der Phagocyten- 
suspension entsprechenden Menge, war die Phagocytose, wie 
dies vorauszusehen war, starker als in der reinen physiologischen 
Kochsalzldsung. Aber auch in dem Falle, wo also keine 
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Opsonine in Wirkung treten konnten, war die Phagocytose 
genflgend stark ausgesprochen, um die Einwirkung der 
Radium-Emanation auf diese Erscheinung deutlich hervor- 
treten zu lassen. 

* * 

* 

Von der Gesamtzahl von 28 Versuchen, welche ich in 
den vorliegenden Untersuchungen ausgefflhrt babe, wurde in 
22 Versuchen die Phagocytose von Bakterien unter der Ein¬ 
wirkung der Radium-Emanation untersucht. 10 von diesen 
Versuchen wurden mit dem Bacterium coli angesteilt; in alien 
diesen Versuchen wurden die Bakterien von den Phagocyten 
aufgenommen in einer Fltissigkeit, welche kein Blutserum 
enthielt und in 2 dieser Versuche auBerdem noch in einer 
Serum enthaltenden Fltissigkeit. In 2 Versuchen wurde der 
Staphylococcus pyogenes aureus durch die Phagocyten in 
einem Medium ohue Serum aufgenommen. 10 Versuche end- 
lich wurden mit dem Tuberkelbacillus ausgefflhrt, dessen 
Phagocytose in alien Versuchen in einem Medium ohne Serum 
und in 6 derselben ebenfalls in einem Serum enthaltenden 
Medium vor sich ging. 

In den folgenden 2 Tabellen sind die Resultate der obigen 
22 Versuche zusammengestellt. Man findet in denselben die 
Zahl der in einem jeden Versuche untersuchten Phagocyten, 
die Zahl der in denselben enthaltenen Bakterien, die Zahl 
der durch 100 Phagocyten aufgenommenen Bakterien und 
den phagocytflren Index, welcher die Verstfirkung resp. Ab- 
schwflchung der Phagocytose unter dem Einflufi der Radium- 
Emanation im Vergleich mit der Intensit&t der in der ent- 
sprechenden Kontrollflflssigkeit vor sich gehenden Erscheinung 
anzeigt. 

In den 2 letzten Versuchen mit dem Bacterium coli und 
in den 6 letzten Versuchen mit dem Tuberkulosebacillus 
werden sub a) die Zahlen angegeben, welche fflr den Fall 
erhalten worden sind, wenn das flflssige Medium der Phago¬ 
cytose kein Blutserum enthielt und sub b) die analogen 
Zahlen fflr den Fall, wenn die genannte Fltissigkeit Blut¬ 
serum enthielt. 
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VerBuche mit dem Bact. coli und dem Staph, pyog. aureus. 


Bak¬ 
terien- 
art 

Ver- 

such 

Unter dem Ein- 
flu6d. Rad.-Em. 

In der Kontroll- 
fliissigkeit 

Zahl der Bakterien 
in 100 Phagocyten 

Pha- 

gocy- 

tarer 

Index 

Unter- 

suchte 

Phago¬ 

cyten 

Ent- 

haltene 

Bak¬ 

terien 

Unter- 

suchte 

Phago¬ 

cyten 

Ent- 

haltene 

Bak¬ 

terien 

Unter 
dem Ein- 
flufi der 
Rad.-Em. 

In der 
Kontroll- 
fliissigkeit 



I 

200 

170 

200 

149 

85 

75 

1,13 

§ 


II 

160 

143 

160 

106 

89 

77 

1,16 

s 


III 

200 

346 

200 

277 

173 

139 

1,25 

E 


IV 

180 

298 

200 

223 

167 

112 

1,40 

o 

o 


V 

180 

145 

200 

130 

81 

65 

1,24 



VI 

100 

55 

100 

50 

55 

50 

1,10 

o 

o 


VII 

300 

227 

280 

146 

76 

52 

1,47 

£ 


VHI 

240 

134 

120 

45 

56 

38 

1,46 



IX a) 

240 

414 

240 

190 

172 

79 

2,18 

c 

,2 


b) 

240 

511 

200 

141 

213 

71 

3,00 

s 


X a) 

240 

376 

240 

258 

157 

108 

1,45 

CQ 


b) 

240 

469 

200 

86 

183 

43 

4,26 

Staph. | 

XI 

160 

89 

120 

59 

56 

49 

1,14 


1 

XII 

180 

401 

200 

313 

223 

157 

1,42 

aur. j 

1 










Versuche mit dem Tuberkelbacillus. 


Versuch 

Unter d. Einflufi 
der Rad.-Em. 

In der Kontroll- 
flussigkeit 

Zahl der Bakterien 
in 100 Phagocyten 

Pha- 

gocy- 

tarer 

Index 

Unter- 

suchte 

Phago¬ 

cyten 

Ent- 

haltene 

Bak¬ 

terien 

Unter- 

suchte 

Phago¬ 

cyten 

Ent- 

haltene 

Bakterien 

Unter 
dem Ein¬ 
flufi der 
Rad.-Em. 

In der 
Kontroll- 
fliissigkeit 

XIII 

200 

174 

200 

267 

87 

133 

0,65 

XIV 

200 

293 

200 

346 

156 

173 

0,90 

XV 

200 

148 

200 

191 

74 

95 

0,78 

XVI 

200 

187 

200 

277 

94 

138 

0,68 

XVII b) 

180 

327 

180 

321 

182 

178 

1,02 

XVIII a) 

200 

133 

160 

162 

67 

100 

0,67 

b) 

240 

257 

240 

396 

107 

165 ‘ 

0,65 

XIX a) 

200 

178 

160 

186 

89 

116 

0,77 

b) 

200 

343 

120 

185 

171 

155 

1,10 

XX a) 

240 

453 

240 

722 

189 

301 

0,63 

b) 

240 

705 

240 

744 

294 

310 

0,93 

XXI a) 

120 

88 

200 

203 

73 

100 

0,73 

b) 

240 

260 

80 

174 

108 

217 

0.50 

XXII a) 

120 

79 

240 

154 

66 

64 

1,03 

b) 

240 

201 

280 

340 

84 

121 

0,69 


Aus obiger Zusammenstellung ist es ersichtlich, dafi in alien 
Versuchen, in welchen das Bacterium coli und der Staphylo¬ 
coccus pyogenes aureus von den Phagocyten aufgenommen 
wurde, die IntensitSt der Phagocytose unter dem EinfluB der 
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Radium-Emanation zunahm, besonders in denjenigen Versuchen 
mit dem Bacterium coli, in welchen die Fltissigkeit, in welcher 
die Phagocytose vor sich ging, Blutserum enthielt. In 10 Ver¬ 
suchen mit dem Bacterium coli, in welchen das fltlssige 
Medium der Phagocytose kein Serum enthielt, schwankte der 
phagocytare Index unter dem Einflufi der Radium-Emanation 
zwischen 1,10 und 2,18 und betrug im Mittel 1,38, in 2 eben- 
solchen Versuchen mit Serum betrug er 3,00 und 4,26, im 
Mittel 3,62, und in 2 Versuchen mit dem Staphylococcus 
pyogenes aureus betrug derselbe 1,14 und 1,42, im Mittel 1,28. 

Das Ergebnis der Versuche mit dem Tuberkelbacillus 
war nicht so absolut konstant wie die Resultate der eben an- 
geftihrten Experimente. Es betrug n&mlich in 3 Experimenten 
der phagocytare Index unter dem Einflufi der Radium-Ema¬ 
nation 1,02, 1,10 und 1,03, was eine Zunahme der Intensitat 
der Phagocytose bedeutet; allerdings war diese Zunahme so 
gering, wenigstens in dem ersten und dritten der an geftihrten 
Versuche, dafl dieselbe sehr wohl noch in den Fehlergrenzen 
der Zahlungen liegen konnte. In 8 Versuchen ohne Serum 
schwankte der phagocytare Index unter dem Einflufi der 
Radium-Emanation zwischen 0,63 und 0,90 und betrug im 
Mittel 0,73, und in 4 Versuchen, in welchen die Fltissigkeit 
Serum enthielt, schwankte derselbe zwischen 0,50 und 0,95 
und betrug im Mittel 0,70. 

Ob wohl, ausgenommen 2 Versuche mit dem Bacterium 
coli und Serumzusatz, in welchen die Phagocytose unter dem 
EinfluB der Radium-Emanation bedeutend verstarkt wurde, 
die Emanation in den vorliegenden Versuchen im allgemeinen 
auf die Phagocytose der Bakterien keine besonders Starke 
Einwirkung austibte, indem dieselbe die Intensitat der Phago¬ 
cytose um ca. 30 Proz. vergroBerte resp. verminderte, so 
spricht doch die Konstanz, mit welcher die Emanation die 
Phagocytose des Bacterium coli und des Staphylococcus pyo¬ 
genes aureus verstarkte und die H&ufigkeit, mit welcher sie 
die Phagocytose des Tuberkelbacillus abschwachte, entschieden 
dafiir, daB das Resultat dieser Versuche nicht akzidentell ist, 
resp. in den Fehlergrenzen der Untersuchung liegt, besonders 
wenn man die oben angegebenen Umstande, welche bei dieser 
Untersuchung berttcksichtigt worden waren, in Betracht zieht 
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Nachdem die Verst&rkung der Phagocytose des Bacterium 
coli und des Staphylococcus pyogenes aureus unter dem Ein- 
flufi der Radium-Emanation festgestellt worden war, mufite 
entschieden werden, ob dieselbe durch die Einwirkung der 
Radium-Emanation auf die Phagocyten Oder auf die Bakterien 
oder auf beide Elemente zustande kommt. 

Um diese Frage zu losen, habe ich weitere 4 Versuche 
mit dem Bacterium coli ausgefflhrt, in welchen in dem oben 
beschriebenen Apparate und in fthnlicher Weise wie in den 
oben angefiihrten Experimenten die Phagocyten und die Bak- 
terienemulsion einzeln der Einwirkung der Radium-Emanation 
ausgesetzt wurde; darauf wurde den in obiger Weise behan- 
del ten Phagocyten resp. Mikroben das zweite der Wirkung 
der Radium-Emanation nicht ausgesetzte Element beigemischt 
und etwas Blutserum hinzugefflgt. Die Flttssigkeit, in welcher 
die Phagocytose in diesen Versuchen vor sich ging, bestand 
gewbhnlich aus 6 Tropfen Phagocyten-Emulsion, 3 Tropfen 
Bakterien-Emulsion und 6 Tropfen Blutserum. In einem jeden 
dieser Versuche wurde selbstverst&ndlich eine Kontrollunter- 
suchung parallel ausgefflhrt. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. Es werden 
hier angegeben sub a) die Zahlen, welche in dem Fall er- 
halten waren, wenn die Radium-Emanation auf die Phagocyten 
eingewirkt hatte und sub b), wenn dieselbe auf die Bakterien 
eingewirkt hatte. 


Versuche mit dem Bact. coli commune. 


Versuch 

Unter d. EinfluG 
der Rad.-Em. 

In der Kontroll- 
fliissigkeit 

Z&hl d. Bakterien 
in 100 Phagocyten 

Pha- 

gocv- 

tarer 

Index 

Unter- 

suchte 

Phago¬ 

cyten 

Ent- 

haltene 

Bak¬ 

terien 

Unter- 

suchte 

Phago¬ 

cyten 

„ 1 

Ent- 

haltene 

Bakterien 

Unter 
dem Ein¬ 
fluG der 
Rad.-Em. 

In der 
Kontroil- 
fliissigkeit 

XXIII a) 

240 

771 

240 

144 

354 

60 

5,90 

b) 

240 

239 

240 

167 

100 

70 

1,43 

XXIV a) 

240 

249 

240 

106 

100 

44 

2,27 

b) 

240 

119 

240 

88 

49 

37 

1,32 

XXV a) 

240 

250 

160 

49 

100 

21 

4,76 

b) 

240 

122 

240 

62 

51 

26 

1,96 

XXVI a) 

240 

110 

240 

78 

46 

33 

1,39 

b) 

240 

96 

210 

64 

40 

27 

1,18 
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Es war also in alien diesen Versuchen, in welchen die 
Radium-Emanation entweder auf die Phagocyten Oder auf die 
Mikroben eingewirkt hatte, die Phagocytose stets verstftrkt, 
zumal in einem hohen Grade. In 3 von diesen Versuchen war 
dabei die Phagocytose viei mehr verstfirkt bei Einwirkung der 
Radium-Emanation auf die Phagocyten als bei Einwirkung der- 
selben auf die Bakterien; nur in einem Versuche war die 
Verst&rkung der Phagocytose in beiden Fallen ungef&hr gleich- 
grofi. Im ersten Fall betrug der phagocyt&re Index im Mittel 
3,83. im zweiten nur 1,55. Folglich wird die Verstarkung der 
Phagocytose des Bacterium coli durch die Radium-Emanation 
hauptsachlich durch die Einwirkung derselben auf die Phago¬ 
cyten und nur in einem geringeren Malle durch die Ein¬ 
wirkung der Emanation auf die Bakterien hervorgerufen. 

DaB die Radium - Emanation bei Einwirkung derselben 
auf die Phagocyten die Avidit&t derselben steigern kann, 
folgt auch aus zwei Experimenten, welche ich in einer ganz 
ahnlichen Weise, wie die Versuche mit Bakterien; mit Karmin- 
kOrnern ausgefflhrt habe. Obwohl die in diesen Versuchen 
gebrauchte Karminemulsion ziemlich dflnn war, war es bei 
der starken Phagocytose der Kdrner meist unmdglich, die 
Zahl der durch die Phagocyten aufgenommenen Kdrner genau 
zu bestimmen. Es wurde also in diesen Versuchen, wo 160 
bis 200 Phagocyten in jedem Falle untersucht wurden, nur 
die Prozentzahl derjenigen Phagocyten bestimmt, welche flber- 
haupt KarminkOrner in ihr Plasma aufgenommen batten. 
Derselben Methode, welche zweifelsohne weniger genau ist 
als diejenige, die ich bei den Versuchen mit Bakterien ge¬ 
brauchte, hat sich auch Keith in seinen Untersuchungen 
fiber die Beziehungen zwischen H&molyse und Phagocytose 
von roten BlutkOrperchen bedient. In diesen 2 Versuchen 
mit Karminkdrnern betrug der phagocyt&re Index unter dem 
EinfluB der Radium-Emanation 1,18 und 1,13. Es erhellt aus 
der oben angegebenen Methodik dieser zwei Experimente, dad 
der Wert des Resultates derselben nur ein relativer sein kann. 
Obige 2 Versuche scheinen nur eine Bestfttigung der aus den 
mit Bakterien ausgeffihrten Versuchen fliefienden Folgerung 
mit sich zu bringen, n&mlich, daB die Radium-Emanation bei 
dieser Intensit&t der Wirkung derselben, wie dies in den 
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vorliegenden Experimenten der Fall war, die Phagocytose 
wenigstens gewisser Fremdkdrper, darunter gewisser Bakterien, 
durch ihre auf die Phagocyten ausgeQbte Wirkung verst&rken 
kann. 

Es wurde schon oben bemerkt, dafi das Resultat meiner 
mit dem Tuberkelbacillus ausgefflhrten Versuche mit der von 
Reiter aus seinen Untersuchungen gezogenen Schlufifolgerung 
in Widerspruch steht. Es spricht sich zwar Reiter mit einer 
gewissen Reserve aus, er gibt n&mlich an, dafi die Radium- 
Emanation nnter Umstfinden durch direkte Einwirkung auf 
die Bakterien diese vor der Phagocytose schfltzen zu kOnnen 
scheint, auf Grund seiner Versuche glaubt er aber behaupten 
zu kftnnen, dafi die Emanation die phagocyt&re Tfttigkeit der 
Blutzellen (bei der Phagocytose des Tuberkelbacillus) anzuregen 
scheint, in einzelnen Fallen bis zu 30 Proz. Reiter hat in 
seinen Versuchen als Quelle der Radium-Emanation das von 
einem Bade-Emanator der Charlottenburgschen Gesellschaft 
gelieferte Wasser gebraucht; der Gelialt derselben an Radium- 
Emanation war ungefahr derselbe wie dies in meinen Experi¬ 
menten der Fall war, die Methodik der Reiterschen Ver¬ 
suche war aber in verschiedenen Experimenten verschieden, 
war auch eine andere als die von mir gebrauchte und eignete 
sich fflr derartige Versuche meiner Ansicht nach weniger gut 
als die in. der vorliegenden Untersuchung angegebene Methodik. 

Es ist schwer zu entscheiden, welcher Umstand die 
Differenz meiner Versuche mit dem Tuberkelbacillus und der- 
jenigen Reiters hervorgerufen hat. Wahrscheinlich ist es 
die Verschiedenheit der Methodik; hoffentlich werden weitere 
Untersuchungen obige Differenz klfiren und den faktischen 
Tatbestand in dieser Frage feststellen. 

Es ist aus den Versuchen, welche ich mit dem Bacterium 
coli angestellt habe, ersichtlich, dafi die Radium-Emanation 
nicht nur auf die Phagocyten, sondern auch auf die Bakterien 
eine Wirkung austtbt. Die aus meinen Versuchen hervor- 
gehende Verschiedenheit des Einflusses, welchen der in Rede 
stehende Faktor caeteris paribus auf die Phagocytose ver- 
schiedener Mikroben austtbt, bestatigt einigermafien obigen 
Befund und spricht entschieden dafttr, dafi die Radium- 
Emanation bei gleicher Intensity .ihrer Einwirkung und 
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gleichen anderen Versuchsbedingungen die Leichtigkeit, mit 
welcher verschiedene Bakterien von den Phagocyten auf- 
genommen werden, in verschiedener Weise beeinfluBt. Das 
Ergebnis meiner Versuche, aus welchen es ersichtlich ist, 
daB die Radium-Emanation die Phagocytose des Bacterium 
coli and des Staphylococcus pyogenes verst&rkt, und die 
Phagocytose des Tuberkelbacillus abschwftcht, steht im Ein- 
klang mit dem oben angegebenen Befunde der Untersuchungen 
fiber die bakterizide Wirkung der Radium-Emanation; es folgt 
schon aus diesen Untersuchungen, daB der Tuberkelbacillus 
auf die Einwirkung der Radium-Emanation anders reagiert, 
als mehrere andere Bakterienarten. 

Dasselbe steht auch in einem gewissen Einklange mit 
den Resultaten der bis dahin noch spfirlichen Versuche einer 
lokalen therapeutischen Anwendung der Radium - Emanation 
bei Infektionskrankheiten. Es werden hier n&mlich die 
klinischen Resultate von Bartels bei einem eitrigen ProzeB 
nach Influenza, diejenigen von Bulling bei Erkrankungen 
der Atmungsorgane und die negativen Ergebnisse der Suess- 
schen Versuche bei Tuberkulose von Meerschweinchen ge- 
meint Es ist wohl mfiglich, daB die Verschiedenheit der 
Resultate dieser Versuche durch die Differenz der bakteriziden 
Wirkung der Radium-Emanation auf verschiedene Mikroben 
hervorgerufen war; es ist aber ebenfalls recht mbglich, daB 
dieselbe auch von der verschiedenen Einwirkung der Radium- 
Emanation auf die Phagocytose der verschiedenen Bakterien¬ 
arten abhangig war. 

Die Phagocytose von Bakterien ist eine komplizierte Er- 
scheinung, welche von der Lebenstfitigkeit sowohl der Phago¬ 
cyten wie auch der Bakterien abhfingt, auf welche verschiedene 
fiufiere Faktoren einen groBen EinfluB ausfiben. Einige der- 
selben sind uns bekannt, durchaus aber nicht alle den 
Mechanismus der Phagocytose betreffende Fragen haben eine 
definitive L6sung erfahren. So ist es z. B. noch eine offene 
Frage, ob die chemotaktische Wirkung einer gewissen 
Bakterienart, welche in einem Fall positiv und in einem 
anderen negativ sein kann, nur von der Menge resp. der 
Konzentration einer und derselben Bakterienprodukte ab- 
hangt, oder ob die verschiedene Richtung der chemot&ktischen 
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Wirkung durch verschiedene Bakterienprodukte hervorgerufen 
wird. Die in den Kfirperflflssigkeiten enthaltenen, auf die in 
natfir lichen Verhftltnissen sich abspielende Phagocytose von 
Mikroben einen EinfluB ausflbenden Faktoren sind ebenfalls 
noch wenig bekannt, zumal noch hypothetisch, so daB von 
einer genanen Analyse der anf dieselben gerichteten Ein- 
wirkung der Radium-Emanation zurzeit noch keine Rede sein 
kann; die Arbeit von Schfltz e fiber die Einwirkung der 
Radium - Emanation auf bakterielle AntikOrper, welche den 
ersten Schritt in dieser Richtung bildet, ffillt in die letzten 
Zeiten. 

Mit einem Wort, bei dem heutigen Stand unserer Kennt- 
nisse fiber die Phagocytose von Bakterien ist es noch nicht 
moglich, nach Feststellung des Einflusses irgendeines Faktors 
auf die genannte Erscheinung, die Analyse des Mechanismus 
der gegebenen Einwirkung sehr weit zu ffihren. Alle hier in 
Betracht kommenden Erklfirungen h&tten ja nur den Wert 
von Hypothesen. Daher erscheint es wohl richtiger, sich auf 
die Feststellung der auf experimentellem Wege gefundenen 
Tatsachen zu beschrfinken. 

Zusammenfassung. 

1) Radium - Emanation, aus Wasser befreit, in welchem 
dieselbe in der Menge von 1000000 Emanationseinheiten 
enthalten ist, fibt auf die Phagocytose von Bakterien in vitro 
einen EinfluB aus. 

2) Der EinfluB der Radium - Emanation auf die Phago¬ 
cytose verschiedener Bakterien ist verschieden: derselbe ver- 
stfirkt die Phagocytose des Bacterium coli commune und des 
Staphylococcus pyogenes aureus und schwficht die Phagocytose 
des Tuberkelbacillus ab. 

3) Die Radium-Emanation wirkt sowohl auf die Phago- 
cyten, wie auch auf die Bakterien. 

4) Die Radium-Emanation fibt auf verschiedene Bakterien 
eine verschiedene Wirkung aus: ihre Wirkung auf das Bac¬ 
terium coli commune und den Staphylococcus pyogenes aureus 
ist eine andere als auf den Tuberkelbacillus. 

5) Die Verstfirkung der Phagocytose des Bacterium coli 
commune durch die Radium-Emanation ist hauptsfichlich durch 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



604 v. Klecki, Radium-Emanation auf die Phagocytose von Bakterien. 


Digitized by 


die Einwirkung derselben auf die Phagocyten und in einem 
geringeren Mafie durch deren Einwirkung auf die Bakterien 
hervorgerufen 1 ). 
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Nachdruck verboten. 

[Travail des Laboratoires de Physiologic et de Bacteriologie et 
Hygiene de l’Universit6 de Gand.] 

Le rdle des acldes aminds dans l’intoxicatton prot&niqne. 
L’anaphylaxie est due ft l’lnterventlon des acldes amlnls 

et du complement. 

Par le Docteur Henri De Waele, 

medecin-adjoint k 1’HApital civil de Gand. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 25. Marz 1912.) 

Chapitre I. 

Sur Tinfluence des colloides et des substances voisines, 
specialement, des acides amines sur I’intoxication proteinique. 

On a reconnu dans ces dernikres ann4ea l’4norme importance qui 
revient aux lipoides dans l’activite physiologique des cellules. Les sub¬ 
stances solubles dans les lipoides, telles les anesthesiques, penktrent dans 
le protoplasme des cellules en se dissolvant dans les lipoides qui constituent 
la paroi et une partie de la texture des cellules (th^orie de Meyer et 
d’O verton). 

Nombre de substances cristallisables, non solubles dans les lipoides, 
exercent dejk une action k une concentration k laquelle elles n’agissent 
pas sur les albumines: on a explique ce fait en se basant sur la consta- 
tation que les ions ont sur les lipoides et sur les colloides en general, une 
action modificatrice (pr£cipitante ou dissolvante). L’4tat d’ionisation impli- 
que n^cessairement une concentration faible; or c’est preeminent k l’etat 
de grande dilution que ces substances cristallisables se rencontrent dans 
l’organisme vivant; elles aussi agiraient done par l’interm4diaire des lipoides 
et des colloides en g£n£raL 

Dans un travail recent, nous avons pu etablir que la theorie de la 
narcose s’applique 4galement k l’intoxication par les alcaloides et. fait plus 
curieux encore, aux toxines microbiennes; les alcaloides s’absorbent par 
l’interm4diaire des lipoides, les toxines par celui du complement. 

Pour les alcaloides ce sont les lecithines qui interviennent, pour les 
toxines, ce serait tout ou partie de l’alexine ou complement. 

Nous nous sommes demande si les peptones dont on connait l’action 
toxique quand on les injecte dans le systkme circulatoire, ne sont pas 
fixees d’une fayon analogue par l’intermediaire des lipoides ou de colloides 
du m£me genre. 

Des trois ordres de reaction que provoque l’injection de peptones: 
baisse de la pression sanguine, retard de la coagulatiou du sang, diminution 
Zeitschr. f. ImmuniUtsforschung. Orig. Bd. XIII. 40 
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du nombre de leucocytes, nous nous somraes int4rcss4 surtout k la premiere 
et accessoireraent k la seconde. 

L’obligation de res ter dans les doses moyennes de lipoides, pour e viter 
eventuellement leur action propre, nous a engage k employer la dose minima 
de peptone de Witte, qui produit constamment une baisse appreciable de 
la pression sanguine; elle correspond k 0.03 g par kg d’aniraal. 

Peptone de Witte. 

1. Chien, m&le, de 7.200 kg, re$oit 0.21 g de peptone en 30 cc. de 
liquide physiologique. 

Pression sanguine 67 mm, pouls 52 k la minute. Injection en 15 sec. 

35 sec. aprks Pinjection debute la chute de pression. 

50 sec. aprfes Pinjection: pression 60 mm, pouls 146, 

5 min. „ ,, „ 68 „ „ 55. 


Lecithine. 

Nos experiences ont ete faites avec la lecithine Merck, emulsionnee 
au mortier avec un peu d’eau distiliee, et ajoutee 2 k 3 minutes avant 
Pinjection, k la peptone en solution dans le liquide physiologique. 

Danilewsky a etabli, par des essais sur le coeur isoie, que la 
lecithine augmente la force des contractions cardiaques. Kaznelson, au 
Laboratoire de Law row, arrive aux monies conclusions. 

Nos conditions d’experiences sont toutes differentes, il s’agit de solutions 
concentrees, en injection intraveineuse. Nous avons done etabli d’abord 
Paction de ces solutions. 

Lecithine Merck. 

2. Chien de 7.5 kg, refoit 0.5 g de lecithine, en 30 cc., soit 0.06 g 
par kg d’animal. 

Pression 76 mm, pouls 80. Injection en 17 sec. 

2 min. aprks Pinjection la pression est 78 mm, le pouls k 96, 

^ » » >» » ji ii 85 ii ii ii ii 100 , 

Pamplitude des pulsations est devenue plus petite, le sang coagule 
plus lentement. 

3. Chien de 8.5 kg, rejoit 1 g de lecithine en 25 cc., soit 0.12 g par 
kg animal. 

Pression carotidienne en 62 mm. Injection en 28 sec.; dejk pendant 
Pinjection debute la chute. 

15 sec. aprfes Pinj. la pression est 39 mm, pouls acceiere. petit, 

8 min. „ „ „ „ „ 32 mm, le sang coagule lentement. 

4. Chien, male, de 0.2 kg, re$oit 1.5 g de lecithine en 50 cc., soit 
0.24 g par kg. 

Pression 71 mm. Injection en 20 sec., aussitot aprfes la pression monte 
a 80 mm. 

4 min. aprfcs, la pression est 70 mm, amplitudes petites, 

16 „ ,, ,, ,, „ 71 ,, ., 

15 „ „ „ „ „ 71 „ amplitudes plus grandes, 

le sang coagule lentement. 
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5. Chien de 8.5 kg (suite de l’explrience 3). Aprfes 1’injection de 
lecithine la pression etait 32 mm. 

10 min. aprfes oette premiere injection, on donne 0.3 g de peptone de 
Witte en 25 cc.; l’injection est faite en 24 sec. 

Pas de modifications sensibles de la courbe. L’ascension qui avait 
debutee avant cette seconde injection, continue progressivement. 

En resume, la lecithine exerce une action comparable k celle de la 
peptone, elle abaisee la pression, et diminue la coagulability, et ce d’une 
fayon plus durable que la peptone. Le maximum d’action s’obtient avec 
dee doses moyennes, soit 0.12 g par kg; avec des doses plus fortes 1’effet 
est probablement compens4 par l’action cardiotonique musculaire. Une 
injection de lecithine conffere l’immunite vis k vis d’une seconde injection 
de lecithine et aussi vis k vis d’une injection de peptone. 

Choline. 11 faut aussi tenir compte de ce que la lecithine est sujette 
k se decomposer, et k mettre en liberty de la choline; or Taction cardio- 
toxique de la choline, ytudiye dyjk antyrieurement, fut reprise en 19C8 par 
Modrakowsky, et par Busquet et Pachon. Le premier avait admis 
que la choline pure a un effet hypertensif, Busquet et Pachon employent 
de preference le chlorhydrate de choline, plus stable. A la dose de 1 k 2 mg 
par kg cette substance produit chez le chien de 1’hypotension immediate, 
mais trks passage re; 4 k 5 mg donnent au contraire une hypertension 
vasoconstrictive surtout au niveau du rein. 

Nos experiences faites avec la choline de Kahlbaum, confirment 
ces resultats et nous permettent d’y ajouter que la coagulation du sang 
est ralentie, et qu’il y a immunity pour une injection de peptone faite 
peu aprks. 

L’action de la choline ressemble done k celle de la lecithine. 

Aprfes avoir etabli Taction de la lecithine injectee seule, voyons si 
elle influence les effete de la peptone. 

A. Doses petiteB. 

6. Chien, mkle, de 8.7 kg, rejoit 0.4 g de peptone de Witte, en 40 cc. 
plus 0.02 de lecithine, soit 0.003 g par kg, et un rapport de 1 de lecithine 
pour 20 de peptone. 

Pression 77, pouls 60, amplitude 8. Injection en 40 sec. AussitAt, 
chute rapide. 

Aprks 1 min. Pression 77 mm Pouls 80 Ampl. 4 

a 76 48 _ 

„ 15 „ „ 70 ., „ 34 „ 15 

„ 25 ,, ,, 70 ,, „ 36 ,, 18 

B. Doses plus fortes. 

7. Chien, mkle, de 6.5 kg, re$oit 0.18 g de peptone plus 0.4 de lecithine 
en 30 cc. de liquide physiologique, soit 0.06 g de lecithine par kg et un 
rapport de 2 de lecithine pour 1 de peptone. 

40* 
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Pression 58 mm, pouls 45, amplitude 17 mm. Injection en 15 sec. 
15 sec. aprfcs: Pression 44 mm Pouls 79 Ampl. 8 mm 
3 min. „ „ 60 „ ,.64 „ 12 „ 

14 60 44 16 

8. Chien, male, de 6.7 kg, re§oit 0.3 de peptone et 1 g de tecithine, 
en 40 cc. de liquide physiologique, soit 0.15 g de 16cithine par kg et un 
rapport de 3.2 de llcithine pour 1 de peptone. 

Pression 71 mm, pouls 40, amplitude 12 mm. Injection en 27 sec. 


10 sec. apres: 

Pression 68 mm 

Pouls — 

Ampl. — 

1 min. „ 

„ 63 „ 

90 


3 yy yy 

70 „ 

62 

u 

10 „ „ 


112 

„ 2. 


9. Chien, male, de 7 kg, re^oit 0.22 g de peptone et 1.5 g de I6cithine 
en 50 cc., soit 0.21 g par kg et un rapport de 7 de l£cithine pour 1 de 
peptone. 

Pression 66 mm, pouls 40, amplitude 22 mm. 

15 sec. aprfcs: Pression 63 mm Pouls 71 
5 min. „ „ 66 „ „ 97 

9 „ jj ,, 6o „ ,, 53 

15 „ „ „ 66 „ „ 44 


Injection en 15 sec. 
Ampl. 20 mm 


3 

14 

18 


10. Chien, m&le, de 5.2 kg, resoit 0.15 g de peptone plus 1.5 de 16ci- 
thine, soit 0.28 g par kg et un rapport de 10 de Uscithine pour 1 de peptone. 

Pression 61 mm, pouls 59, amplitude 29 mm. Injection en 27 sec. 
40 sec. aprfcs: Pression 49 mm Pouls 124 Ampl. 8 mm 

3 min. „ „ 66 „ „ 108 „ 7 „ 

10 „ „ „ 70 „ „ 62 „ 15 „ 

C. L’immunit^aprfesPinjectionde peptone avec lecithine. 

11. Chien, male, de 6 kg, re§oit 0.18 g de peptone plus 2 g de I6ci- 
thine, en 30 cc., soit 0.33 g par kg et un rapport de 10 de 16cithine pour 
1 de peptone. 

Pression 39 mm, pouls 49, amplitude 35 mm. Injection en 23 sec. 


20 sec. aprfcs: 

Pression 31 mm 

Pouls 128 

Ampl. 7 mm 

90 „ „ 

ii 29 „ 

„ 138 

a 

1* ° 11 

10 min. „ 

„ 34 „ 

„ 60 

„ io „ 

20 „ „ 

ii 32 „ 

„ 55 

„ 22 „ 


2c injection de 0.18 g de peptone: 

1 min. apr&s: Pression 30 mm Pouls 55 Ampl. 24 mm. 


En r£sum£, Taction de la peptone et celle de la l&ithine s’ajoutent, 
toutes deux donnent Timmunity propeptonique: il est done probable que 
toutes deux exercent une action similaire sur la coagulability du sang et 
que la 16cithine agisse par la partie «choline» de sa molecule. 


Lipoides voisins de la lecithine. 

Avec la 16cithine il est facile de faire une Emulsion bien 
homogfene; le protagon s’y prete moins bien, la c6r6brine pas 
du tout. Seulement nous avons pu constater que l’addition 
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d’un peu de bile (maximum 1 %) permet de faire une Emulsion 
parfaite non seulement avec le protagon et avec la c6r6brine, 
mais aussi avec la cholestdrine et les acides amin6s que nous 
6tudierons pins loin. 

Toutefois, il fallait 6tablir que cette quantity de bile ne 
pouvait pas d£velopper une action appreciable par elle mfime, 
et vicier les conditions d’exp6rience. 

Bile de Chien. 

12. Chien, mile, de 6.4 kg, re§oit 0.65 cc. de bile de chien en 25 cc. 
de liquide physiologique, soit 0.1 cc. par kg et une dose double de celle 
qui sera employee en addition aux produits 4tudi£s. 

Pression 40 mm, pouls 68, amplitude 13 mm. Injection en 14 sec. 

10 sec. aprfes: Pression — mm Pouls 92 Ampl. — mm 

40 „ „ „ 40 „ „ 68 „ 13 „ 

3'/, min. „ „ 40 „ „ 75 „ 11 „ , coag.norm. 

2 e injection: 0.25 g de peptone en 25 cc.: 

30 sec. aprfes: Pression 37 mm Pouls 88 Ampl. 15 mm, ooag. norm. 

Done k la dose employee la bile n’a pas d’action cardio- 
tonique, ni thromboplastique bien appreciable. 

A. C6r6brine. 

13. Chien, mfile, de 8 kg, regoit 0.25 g de peptone de Witte et 2 g 
de c6r6brine en 30 cc., Boit 0.25 de c6r6brine par kg et un rapport de 8 de 
c6r£brine pour 1 de peptone. 

Pression 46 mm, pouls 44, amplitude 27 mm. Injection en 50 sec., 
aussitot d£bute une forte chute. 

20 sec. aprfes: Pression 15 mm 
”• ” ” 42 ,, 

1 mm. „ „ 0 „ , ranimal succombe 

B. Protagon. 

14. Chien de 6 kg, regoit 0.22 de peptone et 0.5 de protagon en 25 cc., 
soit 0.008 de protagon par kg et un rapport de 2.2 de protagon pour 1 de 
peptone. 

Pression 53 mm, pouls 88, amplitude 8 mm. Injection en 22 sec., 
bientot chute lente. 

1 min. aprfes: Pression 18 mm Pouls 128 Ampl. 1 mm 

12 „ „ ,. 22 „ „ 110 „ 1 „ 

17 „ „ „ 38 „ „ 104 „ 2 „ 

2« injection de 0.25 g de peptone en 30 sec. 

1 min. apr&s: Pression 41 mm Pouls 112 Ampl. 3 mm. 

Done tout comme pour la 16cithine, le protagon et la 
c£r6brine paraissent ajouter Ieur action propre & celle de la 
peptone. 
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C. Cholest4rine. 

15. Chien de 7.5 kg, rejoit 2 g de cholestt'rine Merck, soit 0.26 g 
par kg. 

Preseion 51 mm, pouls 72, amplitude 9 mm. Injection en 14 Bee., 
aussitot chute. 

15 sec. aprfes: Pression 16 mm, arr&t dee pulsations et de la respiration, 

20 „ „ 16 „ , oourte reprise, 

pendant 5 min. une pulsation en 20 sec., 

5 min. aprfes: mort de 1’animaL 

16. Chien, m&le, de 6.5 kg, re£oit 02 g de peptone et 2 g de chole- 
st/'rine (lmulsionn£e h l'aide de 0.3 g de taurocholate de soude [Kahlbaum]), 
soit 0.3 g de cholest£rine par kg et un rapport de 10 de cholest£rine pour 
1 de peptone. 

Pression 48 mm, pouls 58, amplitude 25 mm. Injection en 58 sec., 
aussitot chute forte & 14 mm. 

A la fin de l’injection l£gkre reprise, puis chute h 12 mm et mort 
de 1’animaL 

17. Chien, m&le, de 6 kg, re$oit 0.45 g de peptone plus 1 g de chole- 
st&ine, soit 0.16 g par kg et un rapport de 2.2 g de cholest£rine pour 1 
de peptone 

Pression 56 mm, pouls 54, amplitude 28 mm. Injection en 12 sec. 
de suite chute rapide, reap, de Cheine-Btokes. 

45 sec. respiration et pulsations imperceptibles. 

1 min. aprfes l’animal succombe. 

Tout comme le fait la 14cithine, la cholest6rine ajoute son 
effet propre it celui de la peptone. 

D. Les acides amines. 

Bien que les acides amines ne soieut pas des colloldes, 
notre attention a 6t4 appel4e sur eux it l’occasion de l’obser- 
vation suivante: l’addition de peptone it l’6mulsion de certains 
4chantillons de leucine transforme presque instantan4ment ces 
Emulsions en des solutions claires et limpides. Cette propri4t4 
nous a fait entrevoir la possibility de combinaisons sp4ciales 
entre ces substances. 

Nous nous occuperons successivement: 

1° de la tyrosine, acide amin£ de la s£rie aromatique: acide para- 
oxyph^nylaminopropionique; 

2° decides amines de la s^rie grasse: 

a) le glycyl ou glycocolle: acide aminoac^tique; 

b) l’alanine: acide aminopropionique; 

c) la leucine: acide aminocapronique ou aminobutylac&ique. 
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Tyrosine. 

18. Chieo de 6.5 kg, re^oit 0.2 g de peptone plus 0.5 g de tyrosine 
4mulsionn4s it l’aide d’un peu de bile, soit 0.08 g de tyrosine par kg et 
un rapport de 2.5 de tyrosine pour 1 de peptone. 

Pression 52 mm, pouls 52, amplitude 19 mm. Injection en 15 sec. 

10 sec. aprfes, debute une chute rapide. 

12 „ „ pression 40 mm 

20 „ „ „ 31 „ bientot arrdt du coeur et de la respiration. 

19. Chien de 7.5 kg, rejoit 0.2 g de peptone plus 1 g de tyrosine 
Merck, soit 0.14 g par kg et un rapport de 5 de tyrosine pour 1 de 
peptone. 

Pression 44 mm, pouls 73, amplitude 20 mm. Injection en 12 sec., 
aussitdt chute. 

20 sec. aprfes: Pression 17 mm Pouls 17 Ampl. 20 mm 

90 ,, „ ,, 36 „ ,, 143 ,, 2 „ 

6 min. „ „ 30 „ „ 120 „ 2 „ 

12 „ „ „ 32 „ „ — „ — coag. 45 min. 

17 „ ., „ 37 „ „ 146 „ 2 ., 

25 ,, ., „ 39 ,, „ 110 ,, 5 ,, 

2* injection de peptone seule, en 20 sec., aussitdt chute. 

10 sec. aprfes: Pression 19 mm Pouls 75 AmpL 3 mm 

20 min. „ situation h peu prfes analogue, rexperience est arret4e. 

En somme, la tyrosine accentue notablement la depression 
sanguine caractSristique de l’intoxication propeptonta; elle 
augmente done le pouvoir thromboplastique. Tontefois cette 
reaction intense ne cr6e pas dans les deiais habituels, du 
moins, l’immunite propeptonique. Elle ne parait done pas 
stimuler la secretion d’antitbrombine. 


a) Glycyl. 

20. Chien de 6 kg, rejoit 0.2 g de peptone et 2 g de glycyl Schuck- 
hardt, en 25 cc., soit 0.33 g de glycocolle par kg et un rapport de 10 
de glycyl pour 1 de peptone. 

Pression 44 mm, pouls 60, amplitude 11 mm. Injection en 22 sec. 
15 sec. aprfes: d4but de la chute 

45 „ „ Pression 15 mm Pouls 156 Ampl. 1 mm 

3 min. ,, ,, 10 „ ,, 112 ,, 1 ,, 

»i » » 35 ,, „ 92 „ 2 ,, 

19 ,, ,, „ 33 ,, „ 52 ,, 9 ,, 

2* injection de peptone en 10 sec.: 

15 sec. apr&s: Pression 33 mm Pouls 52 Ampl. 9 mm (immunity. 
La premiere chute est bien plus forte que ne la produirait la dose 
de peptone employee seule. 

Le glycol parait done agir pour son compte et ajouter 
son action & celle de la peptone. 


Digitized 


bv Google 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 







612 


Henri De Waele. 


Digitized by 


b) Alanine. 

21. Chien. femelle. de 9 kg. rroit 0.30 de peptone plus 1.5 g d’alanine 
(Konig). soit 0.17 g par kg et un rapport de 5 d'alanine pour 1 de peptone. 

Pression 5S ram, pouls 52, amplutide 20 mm. Injection en 12 sec. 

30 sec. aprte: Pression GO mm Pouls 100 Am pi. 4 mm 
3 min. „ , t 66 ..44 ,.11 ., 

16 „ ., ,, 60 „ „ 40 ., 12 .. coag. lente. 

2* injection en 10 sec. de peptone seule: 

45 sec. apres: Pression 56 mm Touls 44 Ampl. 12 mm. 

22. Chien, male, de 6 kg, re^oit 0/23 de peptone plus 1 g d'alanine 
(Kahlbaum), soit 0.17 g par kg et un rapport de 4.5 d’alanine pour 1 de 
peptone. 

Pression 43 mm, pouls 64, amplitude 25 mm. Injection en 9 sec. 

15 sec. apres: Pression 28 mm Pouls 88 Ampl. 10 mm 

90 „ ,, „ 32 „ ., <2 „ 25 ., 

9 min. „ „ 38 ., ,,84 „ 25 „ 

2* injection de peptone en 8 sec: 

30 sec. apres: Pression 38 mm Pouls 84 AmpL 22 mm. 

23. Chien, male, de 7 kg, revolt 0.25 g de peptone plus 1 g d’alanine 
(Kahlbaum) soit 0.14 g par kg et un rapport de 4 d’alanine pour 1 de 
peptone. 

Pression 56 mm, pouls 56, amplitude 35 mm. Injection en 10 sec.: 
aussitot chute. 

50 sec. aprfes: Pression 28 mm Pouls 120 Ampl. 5 mm 

7 min. „ „ 19 „ „ 75 „ 3 „ 

18 „ „ „ 40 „ 50 ,, 15 ,, 

2 # injection identique: 

20 sec. apr^s: Pression 25 mm Pouls 92 Ampl. 9 mm 

35 „ „ ♦, 40 „ „ 50 >, 18 „ 

Ed somme, l’adjonction d'alanine k la peptone n’inflnence 
pas notablement la propriety de diminuer la pression caroti- 
dienne; elle accentue au contraire la conrte £16vation de la 
pression qui s’observe fr6quemment avant la chnte. Cependant 
Falanine K5nig semble avoir att£nu£ la chnte de la pression. 

c) Leucine. 

Les divers produits que nous avons pu nous procurer 
sous le nom de leucine pr^sentent de grandes differences au 
point de vue des propri£t£s physiques. 

Dailleurs cela continue les donn£es fournies par la bibliographic. 
Obtenue par la trypsine, la leucine correspond k la formule de l’acide 
aminobutylacftique et serait soluble dans l’eau dans la proportion de 1:30 
a 1 :45; cclle pr^parce par l’acide chlorhydrique, serait soluble 1:106; la 
leucine synthetique aurait une solubility de 1:100. Le pouvoir rotatif, la 
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fusibility different d’aprfes les ychantillons; optiquement ils sont dextro- ou 
levogyres ou inactifs et transformables sous ce rapport (Schultz 1685). 

Ici com me pour les substances pr^cedentes, l’addition d’un 
petit peu de bile permet de r^aliser une Emulsion suffisamment 
homogfene. 

Rappelons que l’addition d’une solution de peptone k 
l’dmulsion de certains 6chantillons de leucine transforme 
celles-ci en solutions claires et limpides. 

1. Leucine seule. 

24. Chien, mdle, de 6 kg, re^oit 1 g de leucine Merck en 25 cc., soit 
0.16 g par kg. 

Pression 40 mm, pouls 68, amplitude 15 mm. Injection en 45 sec. 
4 min. aprbs: Pression 40 mm Pouls 72 AmpL 6 mm 

8 ,, „ „ 42 ,, ,, 60 ,, 4 „ coag. rapide 

9 „ „ 2* injection, de 0.5 de peptone en 20 sec. 

45 sec. „ Pression 42 mm Pouls 72 Ampl. 5 mm, coag. rapide. 

La leucine n’a done par elle-m£me pas d’action sensible 
sur la pression sanguine; mais elle favorise dnergiquement 
la coagulability du sang. Cependant cette action ne dure que 
10 k 12 minutes, pour faire place ensuite k un certain retard 
de la coagulation. 

Les effets de I’injection de leucine rappellent, mais 
avec des differences d’intensity et de ddlais, l’intoxication 
propeptonique. 

Une injection de leucine con fere l’immunity propeptonique. 

2. Peptone de Witte et leucines diverse*. 

25. Chien, m&le, de 8.5 kg, re$oit 0.25 g de peptone plus 0.01 g de 
leucine Grubler I, soit 1.25 de leucine pour 1 de peptone. 

Pression 28 mm, pouls 80, amplitude 14 ram. Injection en 18 sec. 

15 sec. aprfes: d£but d’une chute rapide 

45 ,. „ Pression 6 mm Pouls 148 Ampl. 2 mm 

4 min. „ ,. 26 „ ,. 72 „ 8 „ 

9 „ „ 2* injection: pas de modifications. 

26. Chien de 6.5 kg, reyoit 0.25 g de peptone plus 0.5 g de leucine 
Grubler II, soit 0.08 g de leucine par kg et un rapport de 2 de leucine 
pour 1 de peptone (liquide clair). 

Pression 32 mm, pouls 60, amplitude 10 mm. Injection en 18 Bee. 

12 see. aprfes: d£bnt de la chute 

45 „ ., Pression 8 mm Pouls 88 Ampl. 4 mm 

2 min. „ .. 13 „ „ 124 ., 2 ,, 

10 „ „ ., 15 ., 
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27. Chien de 8 kg, reyoit 0.25 g de peptone plus 1 g dc leucine 
Gmbler II, soit 0.12 g par kg et 4 de leucine pour 1 de peptone 
(liquide elair). 

Pression 54 mm, pouls 140, amplitude 5 mm. Injection en 18 sec. 

18 sec. apres: debute la chute 

1 min. Pression 24 mm Pouls 128 Ampl. 2.5 mm 

9 „ ,, ,, 21 ,, ,, 152 ,, 1.5 ,, 

10 „ „ reprise leute. 

28. Chien de 6 kg, reyoit 050 g de peptone plus 1 g de leucine 
naturelle de Schuckhardt, soit 1.6 de leucine par kg et un rapport de 5 
de leucine pour 1 de peptone (liquide clair). 

Pressiou 50 mm, pouls 48, amplitude 25 mm. Injection en 18 sec., 
aussitAt chute. 

1 min. aprt*s: Pression 52 mm Pouls 160 Ampl. 2 mm 

4 „ r it 48 ,, „ 108 „ 2 „ 

6 „ „ „ 57 „ 66 „ 7 „ 

29. Chien, m&le, de 7 kg. reyoit 0.3 g de peptone plus 1 g de leucine 
Merck, soit 1.4 g par kg et un rapport de 3.3 de leucine pour 1 de peptone 
(liquide louche). 

Pression 59 mm, pouls 64, amplitude 20 mm. Injection en 28 sec. 

20 sec. apres: Pression 41 mm Pouls 128 AmpL 3 mm 

90 „ „ „ 54 „ ,.60 ii 22 „ 

80. Chien de 7.5 kg, reyoit 0.3 de peptone plus 1 g de leucine Konig, 
soit 1.3 g par kg et un rapport de 3.3 de leucine pour 1 de peptone 
(liquide louche). 

Pression 50 mm, pouls 44, amplitude 30 mm. Injection en 10 sec. 

20 sec. aprfes: chute 16gfcre 

45 ,, ,. Pression 40 mm Pouls 140 Ampl. 5 mm 

2 min. „ „ 49 „ ,, 96 „ 9 „ 

4 ,, ,, „ 48 ,, ,, 48 ,, 28 „ coag. lente. 

81. Chien, de 6,5 kg, reyoit 0.20 g de peptone plus 1 g de leucine 
synthdtique Kahlbaum, soit 0.15 g par kg, et un rapport de 5 de leucine 
pour 1 de peptone (liquide louche). 

Pression 50 mm, pouls 72, amplitude 15 mm. Injection en 19 sec., 
bient6t l£gere chute. 

45 sec. apres: Pression 42 mm Pouls 76 Ampl. 5 mm 

5 min. „ „ 50 „ >,60 „ 20 „ coag. lente. 

82. Chien de 6.5 kg, reyoit 0.23 g de peptone plus 1 g de leucine synthe- 
tique Schuckhardt, soit 4.5 de leucine pour 1 de peptone (liquide louche). 

Pression 67 mm, pouls 80, amplitude 18 mm. Injection en 14 sec., 
la courbe n’est pas modifife beaucoup. 

15 sec. apres: Pression 71 mm Pouls 112 Ampl. 7 mm 

1 min. „ „ 70 „ „ 80 „ 16 „ 

2 ,, „ „ <0 ,, „ 80 „ 18 „ 

St Chien de 5 kg, reyoit 0,23 g de peptone plus 1 g d’acide amino- 
capronique Schuckhardt, soit 4 de leucine pour 1 de peptone. 
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Pression 46 mm, pouls 52 ampL 27 mm. Injection en 5 sec.; 
modifications trfes faibles, 

15 sec. aprfes: Pression 47 mm Pouls 88 AmpL 10 mm 

1 min ,, ,, 47 ,, ,, 48 ,, 28 ,, 

84. Chien de 5.5 kg, re$oit 0.25 g de peptone plus 1 g de leucine 
Grubler II, soit 4 de leucine pour 1 de peptone. 

Pression 30, pouls 60, ampl. 23 mm. Injection en 8 secondes. 

45 sec. aprfes: Pression 35 mm Pouls 154 Ampl. 2 mm 

90 „ 30 „ „ 80 „ 20 „ 

2* injection de peptone seule, en 10 sec. 

40 sec. aprfes: Pression 32 mm Pouls 52 Ampl. 27 mm 

35. Chien de 7.5 kg, reyoit 0.25 g de peptone plus 1 g de leucine 

Grubler II, soit 4 de leucine pour 1 de peptone. 

Pression 62 mm, pouls 56, amplitude 37 mm. Injection en 25 sec., 
presque pas de modifications. 

45 sec. aprfes: Pression 60 mm Pouls 72 Amplitude 30 mm 

4 min , aprfes: 2« injection de peptone seule. en 20 sec. 

30 sec. aprfes: Pression 62 mm Pouls 74 Amplitude 27 mm 

86. Chien de 5 kg, re$oit 0.15 g de peptone plus 1 g de leucine natu- 
relle Kahlbaum, soit 6.5 de leucine pour 1 de peptone. 

Pression 70 mm, pouls 40, amplitude 22 mm. Injection en 18 sec., 
de suite 16gfere hausse passagbre k 75. 

30 sec. aprfes: Pression 67 mm Pouls 80 AmpL 17 mm 

12 min. •„ „ 72 „ „ 76 „ 16 „ coag. lente. 

En somme, l’addition de leucine k la peptone de Witte 
manifesto de influences que l’on peut r£sumer ainsi: 

Les leucines (Grubler II; leucine naturelle Schuckhardt) 
dont la suspension dans le liquide physiologigue devenait 
claire au contact de la peptone de Witte (qui sont done par- 
faitement solubles dans ces peptones), aggravent l’action de 
ces peptones. 

Au contraire, les leucines dont la suspension ne s’6clair- 
cissait pas en presence de la peptone, et ajoufees comme les 
pr6c6dentes dans la proportion de 3 k 5 parties leucine pour 1 
de peptone diminuent et neutralised l’action intoxicante de 
la peptone d’apr&s les doses et avec des differences d’aprfes 
les provenances. Ces leucines, d’apr&s leur activity d^sintoxi- 
cante, se rangent dans l’ordre suivant en commengant par la 
plus faible: leucine Merck, leucine Kdnig, leucine syntlfetique 
Kahlbaum, leucine synthetique Schuckhardt; acide aminoca- 
pronique Schuckhardt, leucine Grubler II, leucine naturelle 
Kahlbaum. 
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Mais toujoars on constate plnsieurs minutes apr&s l’in- 
jection nn retard notable dans la vitesse de coagulation da 
sang et il existe de l’immunitS propeptonique. 

L’action neutralisante de ces leucines parait done s’exercer 
en att^nuant la depression sanguine; cependant il y a accele¬ 
ration du pouls (voir: Ch. II, § des albumoses). Elle ne 
pas parait entraver Tincoagubilite du sang ni Timmanite pro¬ 
peptonique. 

Nous verrons dans an chapitre II que la peptone de 
Witte contient d6j& 45% d’acides amines, ce qui double la 
proportion enoncee plus haut et fait que dans ces experiences 
on a en somme 6 4 10 parties d’acides amines pour 1 de 
proteines. 

8. La lenelne et d’autres peptones commereiales. 

Choisissant parmi les leucines employees pins haut, un 
produit que nous venons de reconnaitre comme actif; l’acide 
aminocapronique de Schuckhardt, nous l’avons associe successi- 
vement k une serie de peptones commereiales: de Grubler, 
de Cornelis, de de Nayer, de Chapoteaut, de Defresne. Cette 
leucine donne avec ces differentes peptones des melanges qui 
ne s’eclaircissent pas. (Voir au Chapitre II pour compared 
les courbes obtennes avec ces peptones injeetdes seules.) 

87. Chien, male, de 7 kg, rejoit 0.35 g de peptone de Grubler plus 1.5 
de leucine, soit 0.05 g de peptone par kg et un rapport de 4.5 de leucine 
pour 1 de peptone. 

Pression 47 mm, pouls 48, amplitude 37 mm. Injection en 12 sec., 
d’abord l<5gfcre hausse, apr&s 15 sec. baisse. 

1 min. apres: Pression 38 mm Pouls 128 Ampl. 8 mm 

4 „ „ ,, 50 ,, „ 52 „ 30 „ 

9 „ „ „ 50 „ „ 36 „ 34 „ 

2 e injection identique. 

1 min. aprfes: Pression 45 mm Pouls 36 Ampl. 34 mm, sang incoag. 

38. Chien, femelle, de 7.5 kg. re£oit 0.4 g de peptone de Grubler plus 
1 g de leucine, soit 0.05 de peptone par kg et un rapport de 2.5 de leucine 
pour 1 de peptone. 

Pression 66 mm, pouls 64, amplitude 24 mm. Injection en 10 sec., 
aussitfit chute lente. 

30 sec. apres: Pression 50 mm Pouls 128 Amplitude 4 mm 

3 min. „ „ 67 „ „ 56 „ 21 „ 

6 min. „ „ 67 „ ., 48 ,. 25 ., 

2‘* injection identique en 10 sec. 

15 6ec. aprbs: Pression 57 mm Pouls 60 Amplitude 25 mm 
1 min. „ „ 67 ,, „ 42 „ 25 


Digitized by Gougle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Le r61e des acides amines dans l’intorication prot&nique. 617 


39. Chien, mflle, de 6 kg, revolt 0.25 g de peptone de Comelis plus 
1 g de leucine, soit 0.04 g de peptone par kg et un rapport de 4 de leucine 
pour 1 de peptone. 

Pression 45 mm, pouls 56, amplitude 26 mm. Injection en 10 sec. 
courte hausse k 54 mm, puis chute k 27 mm. 

45 sec. aprks: Pression 32 mm Pouls 180 Amplitude 3 mm 
1 mm „ „ 44 „ „ 92 „ 8 „ 

6 ,, „ „ 49 „ ,, 52 „ 20 ,, 

17 „ „ j, 45 „ ,, 60 „ 20 ,, 

2c injection identique. 

30 sec. aprks: Pression 36 mm Pouls 52 Amplitude 25 mm 

10 min., sang incoag. 

4<k Chien, femelle, de 5.5 kg, re$oit 1.5 de peptone de Nayer plus 
1 g de leucine, soit 0.03 de peptone par kg, et un rapport de 6 de leucine 
pour 1 de peptone. 

Pression 45 mm, pouls 62, amplitude 30 mm. Injection en 15 sec., 
bientot chute de la pression. 

30 sec. aprks: Pression 5 mm, petit et rare. 

1 min., l’animal succombe. 

41. Chien, m&le, de 6 kg, rejoit 0.25 g de peptone de Nayer plus 1 g 
de leucine, soit 0.04 g par kg et un rapport de 4 de leucine pour 1 de 
peptone. 

Pression 67 mm, pouls 44, amplitude 27 mm. Injection en 16 sec., 
aussitdt chute de la pression. 

15 sec. aprfes: Pression 20 mm. 

30 sec. aprfes: Pression 17 mm Pouls 68 AmpL 3 mm 
1 min. „ „ 20 „ „ 24 „ 1 „ 

10 min. „ ,, 24 „ „ 30 „ 4 ,, 

l’animal se remet trfes lentement, le sang est incoagulable. 

42. Chien, m&le, de 7 kg, reyoit 0.35 g de peptone de Chapoteaut 
plus 1 g de leucine, soit 0.035 g par kg, et un rapport de 3 de leucine 
pour 1 de peptone. 

Pression 40 mm, pouls 68, amplitude 25 mm. Injection en 12 sec., 
aussitAt acceleration du pouls. 

1 min. apres: Pression 43 mm Pouls 160 Ampl. 1 mm 

^ ii n v ^1 >i »? 52 ,, 18 „ 

10 „ „ i> 35 ,, ,, 44 „ 28 „ 

2 e injection en 13 sec. 

12 sec. aprfes, acceleration et petitesse du pouls pendant 8 sec. 

30 sec. „ Pression 40 mm Pouls 44 Ampl. 28 mm, sang incoag. 

43. Chien, m&le, de 6 kg, reyoit 0,5 g de peptone Defresne plus 2 g 
de leucine pour 1 de peptone. 

Pression 46 mm, pouls 68, amplitude 24 mm. Injection en 12 sec., 
la respiration devient irreguliere. 

1 min. apr^s: Pression 50 mm Pouls 84 Ampl. 20 mm 

5 „ „ 42 „ „ 76 „ 25 „ 

10 „ „ „ 42 „ „ 76 „ 25 „ sang incoag. 
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2* injection en 12 sec., respiration irr^gultere. 

45 sec. apr&: Pression 49 mm Pouls 64 Ampl. 30 mm 

2 min. „ „ 68 „ „ „ 32 „ 

4 „ „ „ 49 „ „ 64 „ 30 „ 

Ainsi done, le peptone de Grubler que l’on sait avoir 

des propri£t6s tr&s voisines de la peptone de Witte, qnand 

elle est donn6e en injection intraveineuse an chien, voit corame 
cette derni&re, diminuer son action depressive par l’addition 
de leucine 4 dose £lev£e; mais l’incoagulabilite da sang et 
I’immunite se produisent n£anmoins. 

Ajout4e k la peptone de Cornelis et k celle de Chapoteaut 
elle traduit encore son intervention. 

Elle parait agir beaucoup moins sur la peptone de de 
Nayer ou meme en accentuer les effets d£pressifs. 

Elle rend aussi plus intenses les manifestations habituelles 
de la peptone de Defresne: d’abord hausse, puis seulement 
baisse de la pression sanguine. 

La leucine choisie pour ces experiences donne avec les 
diff4rentes peptones des melanges qui ne s’4clairgissent pas; 
elle se trouve done dans les conditions oil elle d£sintoxique 
la peptone de Witte, et cependant nous venons de constater 
que son activity se traduit trfcs diff£remment d’aprfcs les pep¬ 
tones employees. Les divergences observ6es doivent done tenir 
k des differences dans la composition de ces peptones. C’est 
k etablir it quels facteurs sont dues les proprietes qui distin- 
guent les peptones entr’elles, qu’est consacr6 le second chapitre 
de notre travail. 

Resume. 

Les conclusions partielles que nous avons enoncees 4 pro- 
pos de chacune des substances lipoides et colloides (lecithine, 
protagon, cerebrine, cholesterine), essayees en addition aux 
peptones pour eprouver leur influence sur l’intoxication propep- 
tonique, expriment toutes un r6sultat n6gatif: elles ajoutent 
simplement leur action propre it celle des peptones. 

Parmi les acides amines, les uns (glycyl, alanine) sont 
sans grande influence, d’autres (tyrosine, leucines dont les 
emulsions s’edairyissent au contact des peptones) aggravent 
les symptomes de l’intoxication propeptonique; enfin les leu¬ 
cines dont les emulsions restent troubles, laissent entrevoir 
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une influence 6vidente; leur action diflfere d’aprfes la dose et 
d’aprfcs la peptone k laquelle elle sont ajout£es; elle se d6gagera 
mieux dans le chapitre snivant de notre travail, quand nous 
aurons 4tabli k quels facteurs sont dues les differences dans 
Taction des diverses peptones. 

BlbllogTaphie. 

De Waele, H., Reeherchea aur Tanaphylaxie contre lea toxinea et 8ur le 
mode d’abaorption dea toxinea. Zeitechr. f. Immunitatsf., Bd. 3, 1909. 

— Du r<Me dee l^cithinea dana l’abaorption et l'action dea alcaloidea. Ibidem. 

— Sur Tinterpr4tation de Tincubation. Ibidem, Bd. 4, 1909. 
D&nilewaky, Acad, dea Sciencee, 1895. 

Kaznelaon, Ueber die Wirkung der Lecithine auf daa iaolierte Warm- 
bliiterherz. Pharmak. Inat. Prof. Lawrow, Dorpat 1910. 
Modrakowaky, Pflugera Archiv, Bd. 124. 

Buaquet et Pa chon, C. R. Soc. de Biologie, Paria 1909 et 1910. 


Chapitre II. 

A quelle partie des peptones commerciales faut- il attribuer 

le pouvoir toxique? 

L’intervention obligee des acides amines. 

Le phynomfcne de l’intoxication propepton6e, ou de 
Schmidt-Muhlheim: c’est & dire les manifestations de 
Faction d’une injection intraveineuse (ou simplement paren- 
terale) de propeptone sur la pression du sang, sur les gaz du 
sang, sur la coagulability du sang et sa teneur en leucocytes 
et enfin la production de l’immunity propeptonique ont surtout 
£te ytudfees & l’aide de la peptone de Witte. 

Nous venons d’attirer l’attention sur l’influence que l’ad- 
dition de leucine peut avoir sur ces manifestations, mais en 
mgme temps nous avons constafe que cette influence depend 
en premiere ligne de la peptone employee. 

II paraissait done probable que les effets attribu6s k la 
propeptone ne soient pas dus k la peptone de Witte dans son 
ensemble, mais k telle partie qui y serait mieux repr^sent^e 
que dans d’autres peptones et qui subirait plus sp4cialement 
Finfluence de la leucine. 

Le probl&me avait d4jk attir6 Fattention de divers auteurs 
et la solution en fut cherclfee en injectant aux animaux des 
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parties diverses de produits de digestions artificielles, isol6es, 
purifies et identifies autant que possible. On con<;oit que 
par snite de l’incertitnde et dn peu d’unit6 qui existe dans 
les m6thodes de preparation et de purification de ces sub¬ 
stances insuffisamment d£finies au point de vue chimique, les 
r^sultats aient traduit de nombreux disaccords. 

Pour les peptones pepsiques, Politzer et plus tard, 
Grosjean, itablirent que les propeptones sont plus actives 
que les peptones vraies. Pour Thompson, les albumoses 
primaires sont plus actives que les deuteroalbumoses. 

No If constate que les peptones pepsiques sont les plus 
toxiques, que les peptones pancriatiques le sont vingt fois 
moins, et que les peptones leucocytaires le sont moins encore. 
Mais il ne peut confirmer l’opinion de Thompson, puisque 
ses peptones pepsiques contenaient */s d’albumoses primaires 
et Vs d’albumoses secondaires, tandis que ses peptones pan- 
criatiques renfermaient s / i d’albumoses primaires et l / t d’al¬ 
bumoses secondaires; enfin, ses peptones leucocytaires n’a- 
vaient que des albumoses primaires. Ces proportions sont done 
en contradiction avec les conclusions de Thompson, & moins 
que n’intervienne un facteur dont il n’a pu fitre tenu compte. 

Chittenden, Mendel et Henderson estiment que 
les propeptones dirivies de l’ovalbumine, quel que soit le 
mode de leur preparation (par l’acide sulfurique dilui ou par 
l’intermidiaire de ferments, soit pepsine, soit pancreatine, 
soit papaine) sont comparables dans leur action. 

Zuntz trouve que les albumoses agissent peu sur la 
pression sanguine, et que generalement une 16g6re hausse 
precede une baisse peu accusee. 

Roger etablit qu’& mesure que la digestion d’une albu¬ 
mins est poussee plus loin, la toxicite des produits diminue; 
les premiers sont toxiques, les derniers, abiurdtiques, le sont 
& peine. 

Nous mSme, nous avons montre en collaboration avec 
Vandevelde, que les injections d’albumines sont moins 
bien supposes que celles de peptones, et que l’dlimination 
azot6e est tout & fait exager6e dans le premier cas. 

Pick et Spiro s’attachent surtout & Faction anticoagu¬ 
lants. I Is pr^parent les produits k employer de diffSrentes 
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fagons; ils precipitant les parties encore coagulables et se 
servent des albumoses et peptones qu’ils remettent en solution 
k l’aide d’une 14gfcre quantity d’alcali. Ils observent souvent 
une dissociation de l’action sur la pression sanguine et de 
Taction anticoagulants; bref leurs r6sultats sont si peu con¬ 
cordats qu’ils attribuent l’effet anticoagulant & une substance 
peu abondante mais trfcs active qu’ils appellant «peptozyme», 
laquelle serait un chalnon de la molecule prot&que, libere 
dans certains cas d’hydrolyse, alt6r6 dans d’autres conditions 
et qui se trouverait dans l’extrait de divers organes meme en 
Tabsence d’albumoses et de peptones. 

Nolf fait k ces experiences le reproche qu’on n’y a pas 
tenn compte d’un facteur dont il fait ressortir toute l’impor- 
tance. L’injection doit @tre rapide pour traduire nettement et 
enticement son action anticoagulante. II a d’ailleurs fourni 
une explication bien mieux etablie de cette manifestation en 
lui donnant pour base Taction antithrombique du foie: l’in- 
coagulabilite nait secondairement, la peptone excitant une 
secretion d’antithrombosine dn niveau du foie. Cette expli¬ 
cation est d’ailleurs admise assez generalement. 

Nous avons suivi pour resoudre le problfeme une voie 
different# des precedentes. Les produits d’hydrolyse sont 
eprouves par injection au chien tels qu’ils sont achetes ou 
obtenus. En m&me temps ils sont analyses au point de vue 
de leur composition en substances coagulables, albumoses, 
peptones et acides amines. Nous devons ces analyses k la col¬ 
laboration de notre ami le Dr. A. J. J. Vandevelde, di- 
recteur du Laboratoire de la ville de Gand. 

Void la methode suivie: 

1° De la solution primitive on preifcve une partie pour 
evaluer par la methode de Kjeldahl le chiffre d’azote total. 

2° La solution primitive est chauffee en presence d’un 
peu d’acide acetique. Le precipite recueilli sur un filtre donne 
par la methode de Kjeldahl un chiffre d’azote correspon¬ 
dent aux proteines coagulables. 

3° Le filtrat obtenu par la manipulation precedente est 
traite par l’acide sulfurique (10 cc. au Vs pour 125 cc. de 
filtrat) et par le sulfate de zinc cristallise, & saturation. On 

ZelUchr. f. Immuoitaufonchung. Orig. Bd. XIII. 41 
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prdcipite ainsi les albumoses que l’on lvalue 6galement par 
la m6thode de Kjehldal. 

4° Le filtrat resultant de la manipulation pr6c4dente 
(No. 3) est prdcipitd par l’acide phosphotungstique (Phosphor- 
wolframs&ure) frais de Merck (20 cc. de filtrat plus 10 cc. d’acide 
sulfurique k 25 °/ 0 plus 4 cc. d’acide phosphotungstique & 10 %). 
Le pr6cipit6 se compose des peptones, que Ton soumet ensuite 
k la m6thode de Kjehldal. 

5° Le filtrat du 4° contient les acides aminds, dont on 
calcule le chiffre par difference. 

Aux diffdrentes peptones dont il a 4t6 question dans le 
chapitre pr6c6dent, nous avons ajout6, k cause de sa richesse 
en albumoses, un produit achet6 sous le nom de syntonine 
Merck. 

Nous r4unissons dans ce tableau les r6sultats de l’analyse 
de ces diverses substances. 



Albumos. primair. 
(protero et hetero) 
Deuteroalbu moses 
Total 


0.40 

0.54 0.54 

2.38 

1.76 

2.78 

2.30 


I 

0.13 1.33 2.20 I 

3.58 0.51 1.21 

3.71 1.84 3.41 | 


0.82 

0.32 

1.14 


Nous n’avons gufcre de donn4es sur le mode de fabri¬ 
cation de ces diverses peptones; seule la peptone de Cor- 
nelis porte l’indication pepsino-tartrique. La peptone de 
Witte serait obtenue 4 l’intervention de la pepsine; celle de 
de Nayer par la vapeur d’eau surchauff6e. 


44. Chien, femelle, de 8.5 kg, reyoit 0.3 g de peptone de Cornelia en 
25 ec. de liquide physiologique, soit 0.035 g par kg d’animal; deux fois 
successivement. 
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Pression 60 mm, pouls 80, amplitude 15 mm. Injection en 10 sec. 
1 min. apris, dAbut d’une tegfere chute. 

I 1 /* min. apris: Pression 48 mm Pouls 140 Ampl. 2 mm 
2 l /t >« » „ 55 ,, „ 88 „ 8 „ 

4 ,, „ „ 53 ,, 66 „ 13 „ 

2* injection en 1 sec.: 

1 min. aprfes: Pression 55 mm Pouls 72 Ampl. 15 mm 


45. Chien, femelle, de 6.5 kg, refoit 3 g de peptone de Cornelis, en 
35 cc.. 0.5 g par kg. 

Pression 57 mm, pouls 52, amplitude 13 mm. Injection en 14 sec., 
aussitAt hausse, petitesse du pouls, puis: 

25 sec. aprift: Pression 56 mm Pouls 200 Ampl. 4 mm 
15 mm. t, ,, 53 ,, ,, 100 ,, 5 ,, 

30 „ „ ,, 53 „ „ 70 „ 12 „ 


2 # injection en 17 sec., bient6t hausse: 

6 sec. apris: Pression 60 mm Pouls 152 Ampl. 6 mm 

I 1 /, min. ., ., 40 „ „ 148 „ 4 „ 

13 „ „ „ 52 „ „ 68 „ 12 „ 


46. Chien, femelle, de 6.5 kg, re$oit 02 g de peptone de de Nayer, 
soit 0.035 par kg. 

Pression 55 mm, pouls 55, amplitude 31 mm Injection en 10 sec. 

10 sec. apris, dAbute une hausse. 

30 sec. aprfes: Pression 70 mm Pouls 125 Ampl. 5 mm 

50 „ „ „ 60 „ „ 60 „ 20 „ coag. tris lente 

5 min. „ „ 56 „ „ 60 , 20 „ 

2° injection en 8 sec., aussitAt hausse, courte puis baisse. 

15 sec. apris: Pression 45 mm Pouls 115 Ampl. 7 mm 

40 „ „ , t 60 „ „ 46 „ 28 „ 

5 min. „ 56 „ ,. 46 „ 28 „ 

3“ injection en 7 sec.: 

15 sec. apris, d£bute la chute 

20 sec. apris: Pression 45 mm Pouls 120 Ampl. 6 mm 

35 „ „ „ 58 ,, „ 50 „ 30 „ 

1 min. „ „ 58 „ „ 50 „ 28 „ coag. rapide 

47. Chien, mjile, de 5 kg, re^oit 0.4 g de peptone de de Nayer, soit 
0.08 g par kg. 

Pression 27 mm, pouls 92, amplitude 6 mm. Injection en 12 sec., 
aussitAt chute k 20 mm, puis: 

30 sec. aprfes: Pression 25 mm Pouls 150 Ampl. 3 mm 

2 1 min. „ „ 14 „ „ 140 „ 1.5 „ coag. tris lente 

9 9f >9 99 22 „ ,, 125 „ 2 „ 

2* injection en 10 sec.: quelques oscillations, puis hausse 

1 min apris: Pression 39 mm Pouls 152 Ampl. 2.5 mm 


48. Chien, mfile, de 6.5 kg, re§oit 0.75 g de peptone de de Nayer, 
soit 0.085 g par kg. 

Pression 30 mm, pouls 55, amplitude 27 mm. Injection en 9 sec. 

15 sec. aprfes: Pression 23 mm Pouls 133 Ampl. 3 mm 
remonte trfes progressivement 

15 min. aprfes: Pression 28 mm Pouls 54 Ampl. 15 mm 

41* 
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2* injection en 12 sec.: 

20 sec. aprfes: Pression 21 mm Pouls 96 Ampl. 9 mm 

2 min. „ „ 29 „ „ 126 „ 4 „ 

6 „ „ „ 26 „ „ 72 „ 15 „ ooag. lent*. 


49. Chien, male, de 7.5 kg, reyoit 3.75 g de peptone de de Nayer, eoit 
0.5 g par kg. 

Pression 51 mm, pouls 60, amplitude 25 mm. Injection en 13 sec., 
aussit6t l£gfere hausse, puis baisse. 

1 min. aprfes: Pression 36 mm 

7 » 7 > » 38 

22 ,, ,, ,, 55 ,, 

28 „ „ „ 48 

32 „ „ „ 48 


Pouls 212 AmpL 1 mm 


V 

a 


t? 


96 

72 

72 


4 

10 

10 


2* injection en 15 sec.: 

10 sec. aprfcs: Pression 40 mm Pouls 152 Ampl. 9 mm 

1 min. „ „ 40 „ „ 172 „ 3 „ forte dyspn^e 

6 „ „ „ 37 „ „ 64 „ 10 „ 

20 „ „ „ 52 „ „ 64 „ 10 „ sang incoag. 


50. Chien, mftle, de 8.7 kg, re^oit 0.35 g de peptone de Chapoteaut, 
soit 0.046 par kg. 

Pression 47 mm, pouls 80, amplitude 17 mm. Injection en 10 sec., 
gufere de modifications de la courbe. 

6 min , aprfes: Pression 47 mm Pouls 58 AmpL 25 mm 
2* injection en 15 sec.: 

15 sec. aprfes: Pression 38 mm Pouls 80 Ampl 30 mm 

30 „ ,, ,, 46 ., ,, 44 ,, 32 ,, 

51. Chien, m&le, de 6.5 kg, rejoit 1.70 g de peptone de Chapoteaut, 
soit 0,26 g par kg. 

Pression 55 mm, Pouls 60, amplitude 25 mm. Injection en 10 sec. 

5 sec. aprfes: Pression 70 mm Pouls 176 AmpL 3 mm 

1 min. „ d6but de chute. 

5 min. aprfes: Pression 58 mm Pouls 40 Ampl. 18 mm 

11 „ „ „ 55 „ „ 40 „ 28 „ 

2* injection en 8 sec., aussit6t hausse. 

1 min. aprbs: Pression 85 mm Pouls 112 Ampl. 7 mm 

2 n » 57 „ „ 52 „ 28 ,, 

52. Chien, femelle, de 6 kg, regoit 0.5 g de peptone de Defresne, soit 
0.06 g par kg. 

Pression 57 mm, pouls 58, amplitude 21 mm. Injection en 13 sec., 
aussit6t hausse. 

10 sec. aprfes: Pression 70 mm Pouls 52 Ampl. 25 mm 

5 min. „ ,, 61 ,, ,, 56 ,. 21 ,, 

8 „ „ „ 61 „ „ 56 „ 21 „ 

2* injection en 14 sec., aussitbt hausse: 

6 sec. aprbs: Pression 74 mm Pouls 48 Ampl. 10 mm 

5 min. „ „ 58 „ „ 72 „ 15 „ coag. assez lente 

53. Chien, femelle, de 6.5 kg, revolt 0.25 g de syntonine de Merck 
(voir tableau d’analyses), soit 0.04 g par kg. 
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Pression 40 mm, pouls 43, amplitude 25 mm. Injection en 14 see.: 
gufere de modifications de la courbe. 

10 min. apris, id. 

2* injection en 6 sec.: 

4 sec. aprfes, dlbute une chute rapide. 

25 sec. apris, Preesion 15 mm, pouls rare, amplitude 1 mm. 

l'/ a min. apris, l’animal succombe. 

54. Chien, femelle, de 6.5 kg, re$oit 0.4 g de syntonine de Merck, soit 
0.6 g par kg. 

Pression 50 mm, pouls 66, amplitude 30 mm. Coag. 6 min. Leuco¬ 
cytes: 12000. Injection en 10 sec., d’abord 16gfcre hausse, puis baisse. 

25 sec. apris: Pression 38 mm Pouls 186 Ampl. 3 mm 

2V, min. ,, ,, 50 ,, ,, 114 ,, 11 ,, 

5 „ „ „ 46 ., „ 76 „ 20 „ coag. en 45 min. 

leucocytes: 4000 

8*/j „ „ „ 45 ,, ,, 54 „ 20 ,, 

2 e injection en 12 sec.: 

3 Bee. aprfes, d4bute une chute rapide 

30 sec. apris: Pression 3 mm Pouls 150 Ampl. 1 mm coag. en 15 min. 

leucocytes: 500 

1 min. apris: l’animal succombe. 

Done, une injection de 0.04 g par kg de Syntonine Merck 
est sans effet, 0.06 g par kg traduisent une action trbs faible; 
la coagulation sanguine est retard£e, mais il ne se d6veloppe 
pas d’immunite, bien au contraire cette premiere injection 
sensibilise l’animal, lui donne une anaphylaxie immediate, de 
sorte qu’une seconde injection est trfcs active, voire mortelle. 

On pourrait chercher k en induire que les ph6nombnes 
de l’intoxication propepton6e exigent pour leur production un 
facteur present ou reveille dans l’organisme. Mais ce serait 
anticiper, nous serons conduits d’une fa^on progressive k des 
considerations de ce genre un peu plus loin. 

Remarquons pour le moment que ce produit d£sign£ 
comme syntonine Merck est notablement different des autres 
peptones que nous avons employees: k cote de sa richesse 
presque exclusive en albumoses il contient trfes peu d’albumine 
coagulable et egalement trfcs peu d’acides amines. 

Or, nous avons vu que l’addition de leucine aux peptones 
influence notablement leur pouvoir toxique; nous avons done 
ajoute de la leucine & cette syntonine dans les experiences 
suivantes: 

55. Chien, femelle, de 6 kg, rejoit 0.3 g de syntonine Merck, plus 
0.9 g de leucine synth&ique Schuckhardt, 6mulsionn4e avec un peu de 
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bile, soit 0.005 g de syntonine par kg et un rapport de 3 de leucine pour 1 
de syntonine. 

Pression 50 mm, pouls 51, amplitude 23 mm, coag. en 4 min., leuco¬ 
cytes 12 000. Injection en 7 sec. 

7 sec. aprfcs, debute une chute rapide, pouls petit, respiration super- 
ficielle et rare. 

30 sec. aprfes, amH du coeur, ranimal succombe. Coag. en 8 min. 
Leucocytes 10 500. 

56. Chien, m&le, de 6.5 kg, re^oit 0.5 g de syntonine Merck, plus 
0.9 g de leucine, soit 0.077 g par kg et un rapport de 2 de leucine pour 1 
de syntonine. 

Pression 46 mm, pouls 96, amplitude 5 mm. Injection en 26 sec., 
aussit6t baisse. 

20 sec. aprfes: Pression 19 mm Pouls 88 Arapl. 2.5 mm 

90 „ „ „ 41 „ „ 108 „ 1 „ 

2 min. „ — — — coag. en 30min. 

13 „ „ „ 26 „ „ 68 „ 15 „ 

15 „ „ „ 48 „ 100 „ 6 ,, 

2* injection en 20 sec. de 0.5 de syntonine seule, de suite chute. 

20 sec. aprfcs: Pression 19 mm Pouls 80 Ampl. 2 mm 

40 „ „ amelioration 

2 min. „ Pression 47 mm „ 100 „ 5 ,. coag. en 12 min. 

12 „ „ „ 47 „ „ 100 „ 5 „ 

14 ,, ,, „ 50 ,, „ 114 „ 3 ,, 

3* injection, de 0.5 de syntonine seule. 

Imm£diatement la pression baisse, aprfes quelques secondes l’animal 
reprend un peu puis succombe. 

57. Chien, m&le, de 4.5 kg, re 9 oit 02 g de syntonine plus 2 g de leucine, 
soit 0.04 g de syntonine par kg et un rapport de 10 de leucine pour 1 de 
syntonine. 

Pression 50 mm, pouls 44, amplitude 34 mm. Injection en 15 sec., 
aussitdt baisse. 

10 sec. aprfes: Pression 37 mm, pouls 116, amplitude 2 mm 

30 „ „ l’animal s’agite, la pression tombe rapidement a 13 mm 

3 min. „ l’animal succombe. 

Done du moment oil l’on ajoute k cette syntonine, qni 
est & proprement parler une substance presque enti&rement 
compos6e d’albumoses, une certaine quantity de leucine elle 
devient active. Mais il faut remarquer que la dose de leucine 
doit §tre assez grande et nous n’avons pas observe d’autre 
part, qu’une proportion de 10 de leucine pour 1 d'albumose 
ait un effet d4sintoxiquant, comme elle l’aurait avec le peptone 
de Witte. 

En analysant les courbes sphygmographiques obtenues avec 
les diverses peptones, on constate que Taction la plus caract6- 
ristique est donn6e par la peptone de Witte, puis par la peptone 
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de Grubler (h6raialbumose). La peptone Cornelia se rapproche 
encore de ces deux premieres; les autres s’en 6cartent no- 
tablement. 

Si Ton complete cette analyse comparative des courbes en 
les mettant en parall&le avec les resultats de l’analyse chimique, 
on constate successivement: 

1° que la reaction caract4ristique des peptones n’est pas en 
rapport avec le degr£ d’acidit6 du produit; toutes ces peptones 
sont acides, les plus acides ne sont pas les plus actives; 

2° la quantity absolue d’acides amines n’a pas non plus 
d’action directe; la peptone de Nayer qui en contient 75%. 
est pen active (nous savons par le chapitre I que les acides 
amines seuls n’ont que fort peu d’action par eux-m3mes sur 
la pression sanguine, mais qu’ils ralentissent la coagulation et 
donnent Timmunit6 propeptonique); 

3° les peptones vraies ne paraissent pas non plus devoir 
6tre rendues responsables de Taction dite des propeptones; 
en effet la peptone Defresne, de beaucoup la plus riche en 
peptones vraies (30 %), a une action bien moins caractdristique 
que les peptones de Witte et de Grubler; 

4° si Ton considers les albumoses dans leur ensemble, ou 
bien d’aprfes la proportion des protO' ou des deuteroalbumoses 
on ne trouve pas de rapport direct entre ces quantity et 
l’intensit6 du pouvoir toxique. Bien plus, le produit achet6 
sous le nom de syntonine Merck, et qui k Tanalyse se montra 
compost surtout d’albumoses (70 °/ 0 ), est inactif employ^ comme 
tel. Remarquons cependant que les peptones commerciales 
qui sont riches en albumoses manifestent leur action d’abord 
par une hausse de la pression sanguine, suivie d’une chute 
plus ou moins prononc£e. Seulement cette hausse s’accompagne 
d’une grande augmentation de la frequence des pulsations et 
de petitesse du pouls (voir d’ailleurs k ce sujet le travail de 
Zuntz, public entretemps); 

5° il reste des albumines (acid- et alcalialbumines), pour 
lesquelles on constate un rapport direct entre la quantity de 
ces substances et l’intensitS des ph6nom&nes habituels de l’in- 
toxication propeptonique. Les peptones de Witte et de Grubler 
sont en eifet celles qui sont les plus riches en albumines so¬ 
lubles et coagulables (voir analyses). 
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Ces premieres conclusions concordent assez bien avec 
celles auxquelles sont arrives les auteurs precedents et que 
nous avons rappel6es dans l’aperqu bibliographique. 

Mais l’analyse chimique nous a montr6 que toutes ces 
peptones brutes renferment des acides amines en proportions 
diverses, et d’autre part nos experiences avec la syntonine 
Merck nous ont fait voir l’importance de ces acides, puisque 
leur adjonction rend actifs des produits qui sans cela ne 
retaient pas. 

Ces faits mettent en lumifere un facteur nouveau et 
capital: la presence d’une certaine quantity d’acide amine est 
indispensable pour que Taction dite des propeptones puisse 
se produire. Ces acides paraissent done &tre Tinterm6diaire 
oblige entre les peptones et Torganisme. Tous les produits 
de destruction de Talbumine depuis les acid- et les alcali- 
albumines jusqu’aux peptones, en passant par les albumoses, 
sont actives & des degres divers; les premiers le sont le plus. 

La quantite d’acide amine requise parait varier; en effet, 
si Ton considfcre ce qui se passe avec la peptone de Witte, 
fort riche en albumines coagulables, on voit qu’une proportion 
de 23 °/o d’acide amine la rend fort active; mais si Ton decuple 
cette proportion d’acide amine, le pouvoir toxique diminue 
considerablement. Au contraire, si & une quantite analogue 
de syntonine de Merck (albumoses) on ajoute 25% d’acide 
amine, on eveille son pouvoir toxique, et avec 125% on 
l’augmente encore davantage. La peptone la plus riche en 
peptones vraies est moins que d’autres activ6e par l’addition 
supplemental de leucine. 

En resume, les differents produits de destruction de Tal¬ 
bumine sont capables de produire k des degres divers l’intoxi- 
cation propeptonique, la presence d’acides amines apparait 
comme Tintermediaire oblige entre la proteine et Torganisme. 
Ces acides doivent etre presents en des proportions qui 
different: une petite quantite suffit pour les premiers termes; 
les derniers en exigent de plus grandes. Si Ton a observe 
que les premiers termes de la desintegration des albumines sont 
plus toxiques, il est possible que cela tienne & ce qu’il leur 
faut moins d’acides amines pour developper leur pouvoir toxique. 
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Chapitre III. 

Action des albumines, acidalbumines et alcalialbumines. 

Rdle des acides amines. 

Nous avons etabli dans le chapitre precedent que les 
peptones commerciales qni renferment les premiers termes 
de la d6sint4gration des albumines dans la plus grande pro¬ 
portion, sont aussi les plus actives au point de vue de l’in- 
toxication propepton4e. Nous avons ddmontrd de plus que 
pour ces premiers termes de lliydrolyse des albumines la 
presence d’une quantity variable d’acide amine est n4cessaire 
pour qu’ils puissent ddvelopper leur pouvoir toxique. 

Dans les experiences qui vont suivre, nous avons voulu 
verifier l’exactitude de ces conclusions en partant d’une al- 
bumine determinde: le blanc d’oeuf frais et subsidiairement 
le serum sanguin, et obtenir aux ddpens de ceux-ci des produits 
riches en acidalbumine ou en alcalialbumine, que le commerce 
ne nous offrait pas. 

Nous avons eu recours pour la preparation et pour 
l’analyse de ces produits k 1’obligeance de notre ami le Dr. 
A. J. J. Vandevelde, Directeur du Laboratoire Communal 
de la ville de Gand. 

L’acidalbumine a 4t4 pr4par4e concurrement avec et sans 
pepsine de la fagon suivante: 

A. 100 g de blanc d’ceuf frais sont additionn6s de 1 cc. 
HC1 5 fois normal et de 5 cc. d’une solution de Witte & 10 %« 
dans du liquide physiologique; on y ajoute encore 4 cc. de 
liquide physiologique pour equilibrer le volume de la pre¬ 
paration B. 

Ce melange sejourne 6 heures k 37° C. 

Puis on neutralise par 25 cc. de NaOH normal, on ajoute 
35 cc. d’eau pour maintenir la concentration en NaCl, au taux 
du liquide physiologique, et enfin 0.62 g d’acide tartrique 
pour revenir k 1’acidite de la peptone Witte; bref on a ainsi 
170 cc. de liquide ayant la concentration physiologique en 
NaCl et dont 10 cc. renferment environ 0.73 g de proteine 
(calcuie) ou 0.70 g (dose) et dont l’acidite correspond k celle 
de la peptone de Witte. 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



630 


Henri De Waele, 


B. La preparation du liquide B est faite sans pepsine, mais 
avec 5 fois plus d’acide chlorhydrique. Pour 6viter les erreurs 
dans le dosage, on y ajoute 5 cc. d’une solution de pepsine 
k 10% port£e pr£alablement 4 l’6bulition. 

C. Une preparation identique k B est simplement neu- 
tralis6e et conservee ainsi pendant 5 jours k 18° C environ. 

Les liquides trypsiqnes sont prepares de fa^on analogue: 

D. L’une comporte 10 cc. de blanc d’oeuf, 5 cc. de car¬ 
bonate de soude normal et 5 cc. d’une solution de trypsine 
Merck & 10 %. Apr&s un sejour de 6 heures & 37° C. on y 
ajoute 5 cc. de HC1 normal pour neutraliser et 65 cc. d’eaa 
pour 6quilibrer les volumes avec 1.17 g de NaCl pour 6qui- 
librer la concentration; enfin 0.62 g d’acide tartrique pour 
ramener la solution k l’acidite de la peptone de Witte. 

E. L’autre ne renferme pas de trypsine active, mais pour 
&viter les erreurs dans les dosages d’azote 5 cc. de la solution 
de trypsine k 10 %t prSalablement chauff6e & 100° C. 

Tous ces produits, sauf C naturellement, sont employes 
le jour m6me de leur preparation: d’une part en injection 
aux animaux, d’autre part soumis k l’analyse. 

L’analyse chimique, par la mdthode des dosages d’azote 
(Kjeldahl) est faite sur le module de celles qui forment la 
base du 2 d chapitre de notre travail. 

Voici les r£sultats de ces analyses. 


Grammes d’azote dans 30 cc. de la preparation. 



A 

B 

D 

17 


acidalb.- 

pepsine 

acid- 
album ine 

alcali- 

trypsine 

hi 

albumine 

Total 

0.B45 

0.368 

0.350 

0.363 

Azote des prot&'nes coagulables 

0.171 

0.268 

0.268 

0.260 

Azote des albumoses 

0.017 

_ 

— 

0.028 

Azote des peptones 

0.094 

0.084 

0.066 

0.048 

Azote des acides amines 

0.063 

0.016 

0.017 

0.028 

Acides amines en °/ 0 du total 

18 

4,3 

5 

8 


I. Voyons d’abord, comme controle, les effets de l’injection 
de blanc d’oeuf frais tel quel, et ensuite avec l’adjonction de 
leucine. 
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63. Chien, femelle, de 4 kg, re^oit 25 cc. de blanc d’aeuf frais dans 
25 cc. de liquide physiologique, deux fois. 

Injection en 20 sec. Pas de modifications du tracA Coag. en 8 min. 

5 min. aprks, coag. en 5 min. 

10 „ „ id. 

2* injection: le trac£ ne change pas. 

20 sec. aprfes, coag. en moins de 1 min., le manometre s’arrete par 
coagulation dans l’appareil. 

64. Chien, m&le, de 9 kg, re 9 oit 25 cc. de blanc d’oeuf frais additional 
de 02 g de leucine (acide aminocapronique de Bchuckhardt), soit 0.3 g 
de proteines par kg et un rapport de 15 de prot&ne pour 1 de leucine. 

Pression 76 mm, pouls 38, amphtude 32 mm, coag. en 25 min. In¬ 
jection en 25 sec. 

5 sec. aprfcs: Pression 71 mm Pouls 40 Ampl. 28 mm 

30 „ „ normal 

9 min. „ „ „ 72 „ „ 36 „ 30 „ coag. en 8 min. 

40 „ „ „ coag. en 15 m 

1 heure apr&s, l’animal pr£sente une hemorragie accidentelle de 100 cc. 
environ, coag. en 7 min. 

I 1 /, heure aprcs, coag. en 3 min. 

65. Chien, male, de 4 kg, re$oit 20 cc. de blanc d’oeuf frais addition^ 
de 1 g de leucine, puis une 2* injection de 15 cc. de blanc d oeuf seul. 

Pression 70 mm, pouls 53, amphtude 25 mm. Injection en 10 sec., 
courte baisse de 10 sec. 

10 sec. aprfes: Pression 70 mm Pouls 75 Ampl. 10 mm 

90 „ „ coag. en 10 min. 

2V, min. „ Pression 65 mm Pouls 46 Ampl. 20 min 

8 min. „ id. 

2* injection en 12 sec.. aussit6t chute, puis la pression remonte. 

20 sec. aprfcs: Pression 66 mm Pouls 85 Ampl. 5 mm 

1 min. „ „ 64 „ „ 42 „ 16 „ 

3 „ „ coag. en 10 min. 

En r6sum6, Hnjection de blanc d’ceuf ne modifie pas le 
trac6 sphygmographique, il favorise la coagulation sanguine; 
cette action est surtout accus6e aprfcs la 2® injection. 

L’addition de leucine favorise intens6ment l’augmentation 
de la coagulability du sang et provoque une baisse rapide et 
de courte dur£e. D4j& une dose de 0.2 g pour 3.75 g d’albu- 
mine (25 cc. de blanc d’oeuf) suffit, une dose 5 fois plus forte 
de leucine est encore plus active. 

II. Comme on le voit par le tableau des r£sultats d’ana¬ 
lyse les quatre pr6parations different assez peu entre elles; 
nous les essayerons successivement: d’abord sans addition 
de leucine, puis apr&s adjonction de cette substance, sous 
forme d’acide aminocapronique de Schuckhardt. 
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66. Chien, male. de 5.5 kg, regoit 30 cc. de la preparation B, soit 
environ 18 cc. de blanc d’ceuf modifie (contient 4.3 °/ 0 d’acide amine) ou 
encore 0.4 g de proteine par kg. 

Pression 64 mm, pouls 75, amplitude 20 mm. Injection en 23 sec., 
&useit6t chute. 

15 sec. aprfes: pression 30 mm, pouls 95, ampl. 1 J5 mm. 

30 „ arret du cceur et de la respiration, l’animal succombe. 

67. Chien, male, de 6 kg, re^oit 30 cc. de la preparation A, soit 18 cc. 
de blanc d’ceuf modifie, avec 18 % d’acides amines ou encore 0.4 g de 
protein es par kg. 

Pression 57 mm, pouls 99, amplitude 18 mm. Injection en 13 sec., 
aussitAt legfere hausse passag£re. 

30 sec. aprfcs debute la chute. 

1 min. aprfcs, pression 34 mm, pouls 200, amplitude 1.5 mm 

l 1 /, min. la pression commence k remonter. 

4 min. aprfes, pression 56 mm, pouls 87, amplitude 15 mm 

5 ,, id. 

2 e injection en 16 sec., la courbe ne varie pas: il y a immunite. 

27, min. aprfes: coag. en 40 min. 

68. Chien, male, de 4 kg, re$oit 55 cc. de la preparation E, soit environ 
32 cc. de blanc d’oeuf modifie. 

Pression 54 mm, pouls 60, amplitude 23 mm. Injection en 15 sec., 
d’abord pas de modifications, puis. 

1 min. aprfcs: Pression 57 mm Pouls 220 Ampl. 4 mm 

2 „ „ „ 75 „ „ 75 „ 17 „ coag. en 20 min. 

68. Chien, male, de 3.5 kg, re$oit 50 cc. de la preparation D soit 
environ 29 cc. de blanc d’ceuf modifie. 

Pression 37 mm, pouls 105, amplitude 8 mm. Injection en 30 sec. 


10 sec.aprfes: 

Pression 35 mm 

Pouls 154 

Ampl. 8 mm 

4 min. „ 

» 

38 „ 

„ 108 

» 3 ,, 

12 „ „ 

» 

48 „ 

„ 75 

„ 17 „ 

18 „ „ 

n 

41 „ 

„ 90 

it 10 ii 

21 „ „ 


40 „ 

„ 85 

„ 10 „ coag. en 25 mm. 


70. Chien, male, de 5 kg, re^oit 30 cc. de la preparation B, addi¬ 
tion n£s de 1 g de leucine; soit environ 18 cc. de blanc d’oeuf modifie, et 
un rapport de 2.3 de leucine pour 1 de proteine. 

Pression 57 mm, pouls 49, amplitude 30 mm. Injection en 15 sec., 
aussitet baisse. 

10 sec. aprfes: pression 6 mm 

20 „ „ ranimal succombe. 

71. Chien, male, de 6 kg, reyoit 40 cc. de la preparation D additionnes 
de 0.9 g de leucine, soit 23.5 cc. de blanc d’ceuf modifie, 6quivalant k 0.3 g 
de proteine par kg, et un rapport de 2.5 de leucine pour 1 de proteine; pour 
les injections suivantes, la preparation seule. 


Pression 50 

mm, pouls 80, 

amplitude 10 

mm. Injection en 10 sec. 

5 sec. apres: 

Pression 42 mm 

Pouls 170 Ampl. 2 mm 

1 min. „ 

on 

ii ii 

„ 140 

11 l*^ » 

4 

^ it ii 

;> 55 „ 

., 83 

„ 10 „ coag.enplusieurs 

8 „ „ 

, 47 „ 

, 66 

„ 15 „ [heures. 
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2 e injection en 10 sec. 

5 sec. aprfes: Pouls 100 

30 „ „ Pression 51 mm Pouls 152 Ampl. 3.5 mm 


2 1 /. min. „ 

ft 

55 „ 

„ 100 

„ 9 „ 

47, „ » 

It 

53 „ 

„ 88 

io „ 

67, ,, » 

tt 

51 „ 

„ 88 

10 „ 


3 e injection les effete sont exactement superposables it ceux de la 2 c inj.: 

Coag. en plusieurs heures. 

En r6suin6, les acidalbamines agissent sur la pression 
sanguine et sur la coagulability les alcalialbumines, m&me 
r6acidifi6es au moment de l’injection au taux de la peptone 
de Witte, sont pour ainsi dire inactives. 

L’addition de leucine renforce notablement les eifets de 
l’acidalbumine et confbre une activity marquee 4 l’alcali- 
albumine: la chute de la pression est nette et le sang devient 
incoagulable. 

Remarquons 4 propos de notre preparation d’acidalbumine 
que d4J4 la trfes faible dose de leucine qu’elle contient paralt 
lui suffire pour exercer son pouvoir toxique. 

III. Les experiences suivantes etablissent la valeur de 
l’acidite en elle-mSme. 

72. Chien de 5.5 kg, re$oit 25 cc. de blanc d’oeuf acidifie au taux de 
la peptone de Witte, immediatement arant l’injection. 

La courbe sphygmographique ne manifesto pas de modifications. 

Le sang recueilli aprfes 3 min. ooagule en 5 min. 

73. Chien de 7 kg, refoit 50 cc. de la preparation B neutralis4e peu 
avant l’emploi, 2 fois. 

Pression carotidienne 49 mm, pouls 24, amplitude 27 mm. Injection 
en 12 sec. 

10 sec. aprfes: Pression 47 mm Pouls 56 AmpL 24 mm 
2 min. „ „ — „ „ — „ — „ coag. en 8 min. 

6 „ „ „ 51 „ » 24 „ 30 „ coag.en3heure8. 

2* injection en 15 sec. 

20 sec. aprfes: Pression 62 mm Pouls 54 AmpL 28 mm 

30 „ „ „ 51 „ „ 32 „ 27 „ coag. en 40 min. 

74. Chien de 4.5 kg, re$oit 25 cc. de la preparation B neutralisee depuis 
5 jours et conservee h 18° C. 

La courbe ne presente aucune modification ni h la premiere ni h la 
seconde injection. 

76. Chien de 3.5 kg, re$oit 10 cc. de la preparation B additionnes de 
leucine; la seconde injection ne comporte que 10 cc. de la preparation B. 

Pression 41 mm, pouls 72, amplitude 12 mm. Injection en 10 sec. 
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12 sec. aprte: chute rapide k 20 mm ; arr&t du cceur et de la respi¬ 
ration pendant 25 sec., puis reprise progressive. 

2 min. Pression 32 mm Pools 60 Ampl. 15 mm 

4 „ „ 38 „ „ 90 „ 10 „ coag. en 30 min. 

6 „ „ 40 „ „ 70 „ 11 „ 

2e injection: la courbe n’est pas modifi^e (immunity). Coag. en 30 min. 

En somme, la leucine dont nous avons montr6 toute 1’impor- 
tance et le role indispensable, n’agit pas en tant qu’acide: elle ne 
peut pas 6tre remplacSe par un acide mineral ou par l’acide 
tartrique. Toutefois la leucine parait devoir s’y trouver sous la 
forme acide. Une neutralisation nette du liquide annihile son 
effet, tandis qu’une nouvelle addition de leucine rend k la prepa¬ 
ration son pouvoir toxique, surtout au point de vue de la pression 
sanguine, moins au point de vue de rendre le sang incoagulable. 

IV. Injections de s£rum du sang avec et sans addition 
de leucine. 

76. Chien de 5.5 kg, re^oit 2 fois successiveraent 10 cc. de strain 
de chien normal, employ^ 2 jours aprfes la saignce. 

Pression 61 mm, pouls 105, amplitude 11 mm. Coag. en 4 min. In¬ 
jection en 6 sec., aucune modification. 

2 min. apres, coag. en 5 min. 

5 „ aprte, pression 61 mm, pouls 87, ampl. 14 mm. Coag. en 7 min. 
2* injection en 10 sec., aucune modification. 

l l / 2 min., coag. en 3 min. 

4 „ coag. en 3 min. 

10 „ pression 63 mm, pouls 78, ampl. 22 mm. Coag. en 13 min. 

77. Chien, male, de 5.5 kg, re$oit 10 cc. du meme s£rum que le chien 

pr£c6dent, additionn£s de 0.5 cc. de leucine, soit 0.2 g de prot&ne par kg, 

et un rapport de 2 de leucine pour 1 de proteine. 

Pression 50 mm, pouls 66, amplitude 32 mm. Coagulation en 12 min. 
Injection en 6 sec. 

5 sec. aprfcs d^bute une chute lente. 

1 min. apres: Pression 48 mm Pouls 168 Ampl. 5 mm 

2 „ „ „ 4 7 „ „ 102 „ 10 „ 

3 „ coag. en 3 min. 

Panimal se remet lentement et imparfaitement 

78. Chien, male, de 4 kg, re^oit 2 fois 8 cc. de s4rum de cheval (anti- 
streptococcique Moser) conserve aseptiquement depuis 6 ans. La premtere 
injection ne produit aucune modification de la courbe, le sang coagule en 
4 minutes. 

La seconde injection faite 5 min. apres la premiere, ne modifie pas 
non plus le tracg. Le sang coagule en 6 minutes. 

79. Chien, male, de 5 kg, reyoitS cc. du m6me s4rum de cheval, addi- 
tionn£s de 0,4 cc. de leucine, le tout en 20 cc., la seconde injection se 
compose de 10 cc. de s4rura avec 10 cc. de liquide physiologique. 
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Pression 45 mm, pouls 95, amplitude 11 mm. Injection en 12 sec.: 
effet tardif. 

45 sec. aprts: Press. 43mm Poulal26 Ampl.5 mm 
l 1 /, mm. aprfes „ 43 „ „ 85 „ 11 „ coag. en 1*/, heure 

7 „ ,, ,. 43 „ ,, 55 „ 20 ,, 

10 „ id. 

2 <j injection en 12 sec., aucune modification du tracA 

2 1 /, min. aprfes: Press. 43 mm Pouls 53 Ampl. 15 mm. coag. en 6 min. 

L’injection de serum, disent les auteurs, ne provoque 
chez les animaux aucuu accident ni priroitif ni tardif. N o 1 f 
eu particulier rappelle qu’on n’est jamais parvenu k produire 
aucun effet de propeptone en injectant brusquement dans les 
veines du chien, du serum emprunte k d’autres chiens. 

Nos experiences confi rmentces donn£es pour le serum tel 
quel. Mais le serum, de m§me que l’albumine d’oeuf, peut 
produire l’eflfet dit des propeptones, & la condition que ces 
proteines, tout comme leurs produits d’hydrolyse soient ac- 
compagn4s de leucine, laquelle agit comme intermediate 
oblige entre la proteine et l’organisme. 

Avec les prot6ines non denatures, l’augmentation de la 
coagulabilite du sang et la chute de la pression ne sont pas 
suivies d’une diminution de la coagulabilite du sang. Or il 
est etabli que la chute de la pression, 1’acceieration du pouls, 
la diminution de l’amplitude de pulsations expriment un effet 
vasodilatateur; et il ressort des travaux de Nolf que cette 
vasodilatation serait due & des coagulations sur l’endotheiium 
vasculaire sous l’influence d’une substance thromboplastique 
qui dans l’espfcce serait la proteine injectee. 

11 resulte de nos experiences que c’est cette action thrombo¬ 
plastique qui a comme intermediate oblige la leucine. Nos 
experiences d’injection de peptone chez le lapin nous fourniront 
1’occasion de revenir avec plus de details sur ce point. 

Le second effet de propeptones, 1’incoagulabilite du sang, 
est attribu6 assez unanimement k la secretion d’antithrombine, 
on congoit que ces deux eflfets soient s6parables. Cette question 
aussi sera reprise plus loin. 

Bibliographic. 

N o 1 f, La composition prot&que du milieu humoral. Arch, internat. de Physio¬ 
logic, T. 9, T. 10, 1910. 

— Reaction du chien h l’injection intra-veineuse des albuminoides de son 
serum. Arch, internat. de Physiologie, T. 1, 1904. 
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Chapitre IV. * 

Les conditions de I’intoxication propeptonique chez le lapin. 
^intervention obligee des acides amines et du compliment 

Les traitis de physiologie disent que les injections de 
peptone au lapin ne produisent pas les effets connus chez 
le cbien (il en serait de mime pour le cobaye, Werbitzky). 

No If s’occupa plus spicialement de la question: il essaya 
mime des doses inormes, sans obtenir de risultats satis- 
faisants; il fit de plus la constatation intiressante que ces 
injections de peptones ne provoquent pas la sicrition d’anti- 
thrombine au niveau des vaisseaux sanguins hipatiques, phi- 
nomine dont il avait montri toute l’intensiti et l’importance 
chez le chien. Gley put observer un certain retard dans la 
coagulation du sang chez le lapin, apr&s de fortes doses de 
peptone. Doyon, Morel et Policard estiment le lapin 
rifractaire aux injections de propeptones et ne purent 
extraire de substances anticoagulantes du foie des lapins in- 
jectis. Dans son travail sur la toxiciti comparie des diri- 
vis de destruction des albumines, Roger figure des tracis 
obtenus chez le lapin; ils indiquent des chutes de la pression, 
mais il faut remarquer qu’elles ne sont pas obtenues avec la 
peptone de Witte ni avec des produits similaires, si actifs 
chez le chien; il emploie des corps moins difinis, risultant de 
l’autodigestion du foie ou de muscles du lapin, et ses injec¬ 
tions sont lentes et prolongies. 

Le problime n’est done pas risolu: la peptone de Witte 
n’est pas active chez le lapin dans les conditions oh elle Test 
chez le chien. 

I. Peptone de Witte. 

Nous n’insisterons pas sur les expiriences de controle 
que nous avons faites avec la peptone de Witte: elles con- 
firment les risultats que nous venons de rappeler. 

Remarquons que dans nos expiriences nous nous tien- 
drons k la dose de 0.10 g par kg d’animal. Cette dose re- 
lativement faible est toujours active chez le chien; de cette 
faQon nos risultats restent parfaitement comparables h ce que 
Ton connait pour le chien. 

Les lapins pisent tous approximativement 2 kg. 
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A. Addition de leucine. 

Depuis que nous avons 6tabli l’influence que la proportion 
de leucine peut avoir, une experience s’indiquait: il se pouvait 
que pour le lapin la quantity de leucine dfit fitre plus forte. 
L’hypothfcse ne se v6rifie pas: la peptone n’est pas rendue plus 
active ainsi. 

1. Lapin de 1750 g, re$oit 0.17 g de peptone de Witte additionn^s de 
0.1 g de leucine. 

La pression sanguine, qui est de 44 mm, subit du fait de l’injection 
quelques oscillations, mais reste & la m6me hauteur. 

B. Addition de s6rum. 

Bien que par l’adjonction d’une quantity plus ou moins forte 
de leucine la peptone de Witte ne devienne pas active chez 
le lapin, il doit cependant exister des conditions qui rendent 
cette peptone toxique, puisque ces conditions se trouvent r6a- 
lis6es quand on anaphylactise le lapin k la peptone (nous y 
reviendrons au chapitre V de notre travail). 

Or on sait par les travaux de Sleeswijk et de Fried- 
berger qu’au moment du choc anaphylactique il se fait une 
grande consommation de complement. Sans intervenir ici 
dans la discussion de savoir si le complement existe k l’6tat 
libre dans le plasma sanguin, nous nous sommes demande si 
l’enrichissement de l’organisme en complement ou l’addition 
de complement sous la forme de serum frais du lapin ou d’un 
autre animal, n’aurait pas reuni d’un coup les conditions dans 
lesquelles la peptone est active. 

Le serum frais est recueilli environ 3 heures avant les 
experiences. 

Nous verrons d’abord ce que produit l’addition de com¬ 
plement seul, puis l’addition simultanee de leucine et de 
complement. 

2. Lapin de 2 kg, re^oit 0.2 g de peptone de Witte dans 4 cc. de 
liquide physiologique, additionn£s de 4 cc. de s^rum de lapin normal frais. 

Pression carotidienne 48 mm. Coagulation en 30 min. 

5 sec. apris l’injection, la pression est 45 mm 

1 */, min. „ „ ., „ „ 49 „ coag. en 14 min. 

0 „ idem 

2^ injection de 0.2 g de peptone seule: 

10 sec. aprfcs, la pression est passagerement 45 mm 

1 min. „ „ „ „ „ 48 „ coag. en 30 min. 

Zeltachr. f. ImmuniUtsforachung. Orig. Bd. XIII. 42 
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C. Addition simultan6e de leucine et de s6rum- 

compl6ment. 

La leucine est 6mulsionn6e comme pr6c6demment k Taide 
d’une minime quantity de bile. 

L’injection se fait k la seringue, g6n6ralement en 5 se- 
condes. 

8. Lapin de 2 kg, reyoit 0.2 g de peptone de Witte, additionnes de 
0.08 de leucine et de 4 cc. de s^rum de lapin normal frais le tout en 10 cc.; 
comme 2^ et 3 e injection, 0.2 g de peptone seule. 

Pression 54 mm, coagulation en 7 min. 

15 sec. apr&s, pression 44 mm 

1 min. „ „ 38 „ 

3 „ ,, ,, 52 „ coag. en 2 heures 

6 „ idem. 

2« injection: 

30 sec. apr&s, pression 28 mm 

1 min. „ „ 20 „ 

2 „ „ „ 22 ,, puis remonte insensiblement 

4. Lapin de 2 kg, re^oit 0.2 g de peptone de Witte additionnes de 

0.5 g de leucine et de 4 cc. de sdrum-compldment. 

Pression 48 mm, coagulation en 15 min. 

10 sec. aprfcs, pression 35 mm puis remonte pen k peu. 

5 min. „ „ 47 „ ,, „ 1 heure 

8 „ idem 
2^* injection: 

20 sec. aprfcs, pression 18 mm 

l 1 /* min. „ „ 24 „ coag. en 10 min. 

5. Lapin de 2 kg, reyoit 0.2 g de peptone de Witte additionnes de 0.5 g 
de leucine et de 2.5 cc. serum-complement. 

Pression 46 mm, coagulation en 30 min. Injection, aussitdt chute. 

1 min. apr&s, pression 8 mm 

2 „ „ „ 10 „ sang incoagulable 

10 „ „ „ 26 „ coag. en 55 min. 

6. Lapin de 2 kg, refoit 0.2 g de peptone de Witte additionnes de 
0.25 g de leucine et de 2 cc. de s£rum-compl£ment. 

Pression 63 mm, coagulation en 9 min. 

1 min. aprfes, pression 58 mm 

2 „ „ „ 57 „ coag. en 20 min. 

8 „ idem 

2 e injection, aussitdt chute brusque: 

15 sec. aprfes, pression 18 mm 

l l / # min. „ Panimal succombe, le sang est incoagulable. 

7. Lapin de 2.4 kg, reyoit 0.6 g de peptone de Witte additionnes de 
0.05 g de leucine et de 3 cc. de s£rum-compl£ment. 
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Pression 67 mm, coagulation en 7 min. Injection: aussirit d4bute 
une chute intense. 

10 sec. apris, pression 29 mm, quelques convulsions 

25 „ „ la pression commence a remonter 

1 min. „ Pression 55 mm 

1'/, „ „ „ 57 ,. coag. en 9 min. 

8 ,, ,. ,, 56 ,, ,, „ 32 „ 

2f injection (0.8 g de peptone seule): aussirit chute 

10 sec. apris, pression 22 mm 

25 „ „ l’animal succombe. 

Ainsi, l’adjonction de leucine seule ou de s6rum-compl6- 
ment seul ne rendent pas la peptone de Witte active chez le 
lapin; mais l’addition simultande des deux r6unit les conditions 
n4cessaires 4 son activity. 

La chute est nette dans tous les cas: d4jk avec 0.1 g de 
peptone par kg d’animal; elle est intense avec la dose de 
0.25 g par kg. 

Aprfcs quelques minutes le sang devient moins coagulable, 
parfois incoagulable. II y a done secretion d’antithrombine. 
Toutefois, cette secretion est bien moindre que chez le chien, 
et l’immunite ne se manifesto pas nettement. Memo si la 
premiere injection a produit peu d’effet, la seconde peut traduire 
une activite exag6r6e: il semble que la premiere reaction, 
surtout quand elle a 6t4 faible ou trainante, met du com¬ 
plement en libert4 et favorise ainsi les effets de la seconde. 

Aprfcs une premiere injection qui a provoqu6 une reaction 
caracteristique, la seconde parait 4puiser rapidement l’anti- 
thrombine s4cretee; quand la secretion d’antithrombine n’a 
pas 6t6 abondante, on peut voir peu aprfcs la seconde injection 
Taction thromboplastique de la peptone prendre le dessus et 
le sang redevenir plus coagulable. 

D. Addition de serum vieux ou de serum chauffe 

k 58° C. 

11 . Lapin de 2.5 kg, re^oit 0.25 cc. de peptone de Witte addition n^s 
de 0.05 g de leucine et de 4 cc. de s6rum de lapin normal frais, chaufle 
prialablement it 58° C. 

Pression 55 mm, coagulation en 20 min. L’injection produit une 
legfcre et courte chute h 44 mm, mais 

10 sec. apris, la pression est de nouveau normale 

2 min. „ pression 54 mm, coag. en 21 min. 

6 „ „ idem. 

2 e injection (0.25 g de peptone seule): pas d’eflet 

2 min. apris, pression 54 mm, coag. en 25 min. 

42* 
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12. Lapin de 2.5 kg, re 9 oit 02b g de peptone de Witte addition n 4s 
de 0.075 g de leucine et de 4 cc. de serum de cheval datant de 2 ans. 

Pression 60 mm, coagulation en 11 min. L’injection produit quelques 
oscillations entre 56 et 58 mm. 

4 min. apres, pression 58 mm, coag. en 10 min. 

8 „ „ idem 

2 e injection qui reste tout k fait sans effet: 

4 min. aprks: Pression 61, coag. en 5 min. 

En somme, quand le serum que l'on ajoute k la peptone est vieux ou 
bien pr^alablement chauffe k 58° C, c’est-k-dire qu’il est d4pourru de 
complement, les r4sultats de ces injections sont identiques k oeux d’une in¬ 
jection de peptone simplement additionn4e de leucine. Un serum priv4 de 
complement est inactif. 

E. Enrichissement da sdrum en complement. 

On sait par des experiences de Mile. Fas sin, confirmees 
depuis, qu’en injectant de la thy r old in e sons la peau & un 
lapin, le serum recueilli 24 heures aprfcs est plus riche en 
complement qu’anterieurement. Remarquons cependant qu’il 
n’est pas demontre par lit qu’il y a augmentation de comple¬ 
ment dans le sang circulant 

Bien que l’experience suivante ait ete faite avec du blanc 
d’ceuf (voir plus loin), nous la plains ici, parce qu’elle com¬ 
plete nos donnees sur l’intervention do s6rum-compl6ment. 

13. Lapin de 2 kg, re$oit 0.3 g de poudre de glande thyroide de 
(Merck) sous la peau et est remis en experience aprks 24 heure. A ce 
moment on lui injecte 5 cc. de blanc d’ceuf au V 4 , plus 0.25 g de leucine. 

Pression 60 mm, coagulation en 20 min. L’injection ne modifie pas 
la oourbe. 

2 min. aprks, coag. en 34 min. 

f\ '-(4 

»» » »j » 34 ,, 

Par contre, comme 2 C injection, on donne au lapin 5 cc. de blanc 
d’ceuf au */« additionnes de 0.25 g de leucine et de 3 cc. de serum-com¬ 
piement. Aussit6t chute nette. 

1 min. aprfes, pression 37 mm 

2 n ii 33 „ 

3 „ „ „ 39 „ coag. en l 1 /, beure 

Ainsi done une injection de thyroidine capable d’enrichir 
le s6rum du lapin en complement, ne correspond pas k l’in- 
jection de s6rum-complement dans le plasma au moment de 
l’exp6rience, et n’active pas une injection de prot6ine et de 
leucine. 
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F. La 14cithine ne peut pas remplacer le 
complement. 

14. Lapin de 2 kg, re$oit 5 cc. de blanc d’oeuf au */« additional de 
0.1 g de leucine et de 0.1 de 16cithine (Merck). 

Pression 50 mm, coagulation en 25 min. L’injection ne modifie pas 
la courbe. 

3 min aprfes, coag. en 28 min. 

Une 2 e injection reste 4galement sans effet. 

10 min. aprfcs, coag. en 1 heure. 

II. Blano d’oeuf. 

Nous avons vu que cbez le chien, non seulement la peptone, 
mais anssi toute prot6ine peut k des degr6s divers provoquer 
les ph£nom&nes de l’intoxication propepton4e. Une fois d6ter- 
min4es les conditions dans lesquelles nous sommes parvenu 
4 rendre la peptone active chez le lapin, il y avait lieu de 
v6rifier si les r4sultats seraient les m£mes avec une autre 
prot4ine. Nous avons employ^ l’albumine d’ceufs frais, dilu6e 
au Vs dans du liquide pbysiologique, et & la dose moyenne 
de 2.5 cc. du melange par kg d’animal, ce qui correspond k 
0.12 g de prot4ine. 

15. Lapin de 2 kg, rejoit 5 cc. de blanc d’oeuf au */,, deux fois 
succe8sivement. 

Pression 57 mm, coagulation en 1 heure. L’injection ne modifie pas 
la courbe. 

4 min. aprfes, coag. en 38 min. 

5 „ „ idem 

2* injection, £galement sans effet. 

3 min. aprfes, coag. en 11 min. 

8 » » >» i» 4 „ 

16. Lapin de 2 kg, re$oit 5 cc. de blanc d’oeuf au ’/a additionn^s de 
0.1 g de leucine; la seconde injection est pareille, la troisifeme ne renferme 
pas de leucine. 

Pression 55 mm, coagulation en 30 min . L’injection ne modifie pas 
la courbe sphygmographique. 

4 min. apifes, coag. en 30 min. 

2* injection: 

15 sec. aprfes d£bute une chute. 

1 min. aprfes, pression 40 mm 
3 „ „ ., 45 „ coag. en 8 min. 

8 n i) >» „ ,, „ 3 ,, 

21 U u ^5 ,, M 99 ^ 79 

3 e injection: 

20 sec. apr£s, pression 30 mm 
50 „ yy ,y 40 „ 
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17 . Lapin de 2 kg, re?oit 5 cc. de blanc d’arnf au V 3 additionn£s de 
2.5 cc. de s4ruro-compleruent de lapin. 

Pression 68 mm, coagulation en 28 min. 

20 sec. apres, chute tres courte et passagere a 56 mm. 

40 sec. apres, pression 65 mm 

5 min. „ „ 65 „ coag. en 27 min. 

2 e injection: 

3 min. apres, Pression 65 mm coag. en 24 min. 

16 ,, v jj 65 ,, y? >y ( ?* 


18. Lapin de 2 kg, re^oit 5 cc. de blanc d’oeuf au l / 9 additionn£s de 
0.1 g de leucine et de 2.5 cc. de s&rum-compkmient; la troisieme injection 
ne comporte que 5 cc. de blanc d ? ceuf seul. 

Pression 63 mm, coagulation en 6 min. 

5 sec. aprcs, chute de pression 
20 sec. aprcs, pression 42 mm 

3 min. ., „ 54 „ coag. en 24 min. 

6 „ „ 60 „ „ „ 20 „ 

7 „ „ idem 


2 c injection: 

5 sec. aprcs chute 
15 sec. aprcs, pression 40 mm 

2 min. „ „ 54 

8 „ „ „ 56 

21 „ „ „ 61 


»» 


coag. en 21 min. 
incoagulable 


3 e injection: pas de modifications du trac£. 

4 min. aprcs, pression 60 mm coag. en 29 min. 

12 .. ,, „ 64 m »» 38 ,* 


19. Lapin de 2 kg, reyoit 5 cc. de blanc d’ceuf au l / 3 additionnes de 
0.1 g de leucine et de 5 cc. de s£rum de cheval, datant de plusieurs mois. 

Pression 61 mm, coagulation en 30 min. L’injection est suivie de 
quelques oscillations, dont une k 50 mm. 

10 min. apres, pression 60 mm, coag. en 6 min. 

20. Lapin de 2 kg, re<;oit 5 cc. de blanc dVeuf au x / 3 additionnes de 
0.1 g de leucine et de 5 cc. de serum de lapin normal, mais recueilli 
depuis 36 heures. 

Pression 54 mm, coagulation en 30 min. L’injection ne modifie pas 
la courbe. 

1 min. aprtis: coag. en 31 min. 

® y> >» »> >f 1^ >r 

2c injection identique k la premiere: 

25 sec. aprcs debute une chute 
1 min. apres, pression 21 mm, coag. en 3 heures 
10 „ „ „ 25 „ „ ,, 40 min. 


21. Lapin de 2 kg, re<;oit 2.5 cc. de ftfrum de lapin normal frais dans 
la jugulaire, puis 4 min. apres, 5 cc. de blanc dVeuf au 1 3 additionnes de 
0.1 g de leucine. 
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Pression 42 mm, coagulation en 30 min. L’injection determine une 
chute rapide. 

15 sec. aprfes: pression 26 mm 

l l / f min. „ „ 40 „ coag. en 37 min. 

^ >» » ?> 40 ,, ,, „ 20 ,, 

2 e injection: la courbe n’est pas modifi6e. 

2 min aprfes: Pression 50 mm, coag. en 5 min. 

Chez le lapin comme chez le chien, l’injection intraveineuse 
d’albumine d’oeuf est sans effet sur la pression sanguine, mais on 
observe que la coagulability du sang est peu & peu augments. 

L’addition de leucine, qui rend le blanc d’oeuf actif chez 
le chien, ne suffit pas chez le lapin; cependant ici encore la 
coagulability du sang est renforgde. Mais t&ndis qu’une pre- 
mibre injection est inactive, une seconde injection agit: comme 
pour la peptone de Witte, la premibre injection parait mettre 
en liberty une certaine quantity du facteur indispensable pour 
que l’intoxication protdinique se produise avec toutes ses mani¬ 
festations. 

Ce facteur auquel nous venons de faire allusion est comme 
pour la peptone de Witte la prysence du syrum-compiyment. 
En ^joutant au blanc d’oeuf de la leucine et du syrum-com¬ 
piyment, l’intoxication est immydiate et forte: chute de la 
pression, coagulability du sang d’abord augmentye, puis ralentie 
parfois jusqu’k l’incoagulability; 4 ce moment il y a immunity. 
Une nouvelle injection ypuise en gynyral la petite provision 
d’antithrombine sycrytye, et la coagulability du sang redevient 
moins lente. 

Les expyriences de contrble montrent que c’est bien k 
l’intervention de cette partie du sdrum qu’en bactdriologie on 
a dysignde sous le nom de compldment qu’est due l’activation 
des protyines-leucines: un sdrum chauffd & 58 °C (oil le com- 
piyment est dytruit), un syrum agd de plus de 24 heures, ou 
datant de plusieurs mois (d’oit le compldment a disparu) sont 
tous incapables d’intervenir dans l’intoxication protyinique. 
Une injection de sdrum-compiyment qui prycMe de plusieurs 
minutes celle de la protyine n’est gubre efficace. 

m. Peptone de gluten. 

Jusqu’ici nous avons employy chez le lapin des proty'ines 
qui n’entrent pas dans le groupe de celles auxquelles cet 
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animal, contrairement au chien, soit habitu6 de par son ali¬ 
mentation. 

Nous avons voulu completer ces experiences chez le lapin 
en recourant 4 une prot£ine v6g6tale, se rapprochant par 
consequent davantage de celles auxquelles 1’organisme du lapin 
est accoutume. Nous avons prepare une peptone de gluten 
de froment de la fa^on suivante: environ 200 g de gluten 
humide (correspondent & 15 g de produit sec) sont mis dans 
un flacon avec 200 g d’acide chlorhydrique k 6%o dans du 
liquide physiologique, et kisses pendant 24 heures & 37° C. 
Le produit obtenu est sterilise et analyse d’aprfes la methode 
indiquee plus haut (voir 2 e partie de notre travail). 

Nous devons les resultats de cette analyse k l’obligeance 
de notre ami le Dr. A. J. J. Vandevelde. 

Dans 100 cc. du liquide il y a, exprim^ en g d’azote: 


albumines coagulables 0.0406 

albumoses 0.3902 

peptones 0 

acides amines 0.3204 


Total 0.7602 


Le produit contient surtout des albumoses et une quantite 
assez notable d’acides amines; il ressemble k ce point de vue 
k la peptone commerciale que nous avons employee sous le 
nom de syntonine Merck (2* partie de ce travail). Pour l’in- 
jection on lui laisse une acidite correspondant k celle de la 
peptone de Witte. 

Comme pour cette dernifcre, on peut neutraliser exacte- 
ment, k condition d’ajouter aprfcs cela la dose voulue de leucine 
(lapin 24). 

22. Lapin de 2 kg, reyoit 10 cc. de peptone-gluten, correspondant k 
0.47 g de protcine, soit 0.23 g par kg d’animal; deux fois successivement. 

Apriis cbaque injection il y a une oscillation de la courbe et chaque 
fois la coagulability du sang est un peu augments. 

28. Lapin de 2 kg, reyoit 8 cc. de peptone-gluten additionn4s de 
0.1 g de leucine. 

Pression 77 mm, Coag. en 7 min. 

30 sec. aprbs debate une chute. 

1 min. aprfcs: Pression 37 mm 

2 „ „ ., 38 „ Coag. en 21 min. 

40 q 

u yy yy yy yy yy yy ” *y 

24. Lapin de 2 kg, reyoit 6 cc. de peptone-gluten neutralist exaete- 
ment, puis additionnt de 0.1 de leucine. 
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Pression 62 mm, coag. en 28 min. 

30 sec. aprfes d£bute une chute. 

1 min. aprfes: Pression 35 mm Coag. en 24 min. 

q qo 9 

u 11 i 9 ji tf v ji " ty 

Coagulation dans le manomfetre. 

26. Lapin de 2 kg, re$oit 6 cc. de peptone-gluten additionn£s de 0.1 g 
de leucine et de 2.5 cc. de s£rum-compl6ment de lapin. 

Pression 57 mm, coag. en 17 min. Injection, aussitAt chute intense. 

45 sec. aprfes, pression 22 mm, convulsions. 

2 min. aprfes, l’animal succombe. 

Remarquons que le chien est moins sensible que le lapin 
k notre peptone-gluten. 

118. Chien, femelle, de 8 kg, reyoit 50 cc. du produit, soit 4.72 g de 
proteines ou 0.55 g par kg d’animal. 

Pression 36 mm, pouls 54, amplitude 30 mm. Coag. en 18 min. 
Injection en 12 sec. 

20 sec. aprbs: Pression 55 mm Pouls 136 4mpl. 10 mm 

40 „ „ „ 35 „ „ 120 „ 7 „ 

1 min. ,. „ 35 „ ., — ,, ,, 

I 1 ’ 1 * *» r )> » >i 114 ,, 7 ,, 

Coag. de 15—24 hrs. 

Notre peptone-gluten, qui est compos6e surtout d’albu- 
moses donne done chez le chien une courbe qui correspond 
assez bien avec celles que nous avons observes avec les 
peptones commerciales k grande teneur d’albumoses, et qui ont 
6t6 d^crites aussi entretemps par Zuntz. 

Chez le lapin l’injection de notre peptone-gluten donne 
des r6sultats tout k fait comparables k ceux qui s’obtiennent 
chez le chien avec des proteines riches en albumoses telle la 
syntonine Merck (voir plus haut au 2 e chapitre). 

Pour que le produit soit actif, il faut qu’il soit accom- 
pagne d’une assez notable proportion d’acides amines. L’action 
thromboplastique pr6domine. 

Mais l’int6r§t special de ces dernihres experiences reside 
avant tout dans le fait que cette proteine vegetale, qui se 
rapproche de celles auxquelles le lapin est habitue, n’exige 
pas l’addition de serum-compl6ment. II semble y avoir dans le 
plasma le complement necessaire ou plus probablement le peu 
de complement qui s’y trouve a une affinite plus grande pour 
ce genre d’albumines que pour les proteines d’origine animale. 

L’adjonction supplemental de serum-compiement (lapin 
25) donne k cette peptone-gluten des effets foudroyants. 
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R 6 s u m 6. 

Le r&le d’intermMiaire oblige que nous avons recounu 
aux acides amines dans les experiences chez le chien, ne parait 
done pas revenir k la leucine telle quelle. Elle doit trouver 
k se combiner avec un element qui se trouve en certaine 
quantite dans le sang, quand il s’agit de proteines auxquelles 
l’animal est habitue ou dont il se nourrit, mais qui ne s’y 
trouve pas ou n’accuse que peu d’activite, quand ce sont 
d’autres albumines. 

Cet element est tout ou partie du ‘complement* tel qu’on 
l’a con$u en bacteriologie. 

On peut se figurer que l’616ment complement du groupe- 
ment intermediaire leucine-compl6ment ne doit pas 6tre pre¬ 
forme en grande quantite. Il suffit qu’il s’en trouve assez pour 
que Taction thromboplastique puisse d6buter; ces premieres 
traces de coagulation mettent en liberty au fur et k mesure 
qu’elles se font, le complement necessaire k la coagulation 
progressive. Faute d’une affinity suffisante, une prot6ine tout 
k fait etrangere, m@me munie de leucine, se combine bien 
moins vite au complement present et en met fort peu et fort 
lentement en liberte bref le phenomene est faible et ex- 
tremement lent. 

Le lapin secrete l’antithrombine plus lentement et surtout 
moins abondamment que le chien. Cette secretion est exprimee 
par les retards dans la coagulability qui va exceptionnellement 
jusqu’4 l’incoagulabilite, et par l’immunite propeptonique ou 
mieux proteinique plus ou moins accus6e. 
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Chapitre V. 

L’anaphylaxie et 868 rapports avec les acides amines. 

Aperqu bibliographique. 

Le travail de Rosenau et Anderson sur l’anaphylaxie 
s6rique fut public au moment ou Ton commenga h s’int^resser 
plus particuli&rement aux ph6nomdnes d’hypersensibilitA II 
vint prSciser des faits d6jh entrevus par Theobald Smith, 
par Otto et par Arthus. 

Peu aprfcs, dans des experiences publtees en 1907, nous 
avons etabli le rapprochement entre ces ph4nombnes et ceux 
de l’intoxication propeptonique: nous nous basions sur la con- 
statation que le s4rum injects dans le pdritoine d’un cobaye 
pr£sente bientot la reaction du biuret, c’est-h-dire qu’il se 
peptonise, et que cette transformation est plus rapide et plus 
intense chez l’animal en etat d’anaphylaxie. 

Entretemps d’autres theories etaient nees, cherchant k 
combiner des rapports entre les faits observes, et k les exprimer 
d’une fagon algebrique pourrait-on dire, en designant par des 
concepts les diff6rentes propri6t6s que Ton parvenait k diffe* 
rencier. Richet estimait qu’une premifere injection provoquait 
la formation d’une toxogenine, laquelle, k une injection sui- 
vante, transformerait brusquement le produit injecte en une 
modification fortement toxique. Richet, l’auteur du nom 
„anaphylaxie“, avait surtout en vue des toxalbumines qu’il 
tirait d’actinies, et dont la propriete saillante etait precisement 
la toxicite. 

Besredka s’occupa plutdt de l’anaphylaxie serique; il 
envisagea le problbme k peu prhs comme Richet, mais comme 
le serum n’est nullement toxique par lui-mSme, il pr6f6ra le 
nom de sensibilisine & celui de toxogenine, le serum etant 
la substance sensibilisinogbne. 

Plus tard il trouva que le serum chauffe est encore 
sensibilisinogfene, mais ne se combine plus k la sensibilisine lors 
de l’injection d’epreuve. Il divisa alors le sensibilisinog^ne en deux 
parties. L’une thermostabile, resta appeiee sensibilisinogene; 
l’autre thermolabile, il la designe du nom d’antisensibilisine, 
parce qu’elle se combine avec la sensibilisine partout oh elle 
la rencontre. La sensibilisine qui se developpe dans le corps 


Digitized by 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



648 


Henri De Waele, 


aprfcs une injection de sensibilisinogfene (s6rum ou prot6ine) se 
fixerait sur les tissus et sp£cialement sur le systfcme nerveux. 
Au moment d’une injection d’Spreuve, la rencontre de l’anti- 
sensibilisine (partie tbermolabile du s6rum) avec la sensibilisine 
injectSe provoque les manifestations foudroyantes du choc ana- 
phylactique, il y a antianaphylaxie aussi longtemps que toute 
la provision de sensibilisine est satur6e et qu’il n’y en a pas 
de reform6e. 

Plusieurs d’auteurs essayent de rattacher cette nouvelle 
fonction k d’autres, d6jA connues par l’6tude de l’immunit6 et 
plus particuli&rement aux agglutinines et aux prScipitines. 

Bien que v. Pirquet, dans son livre sur la «maladie 
du s£rum>, ait exprim6 l’opinion que les d£lais ne concordent 
pas suffisamment pour admettre que l’anaphylaxie ou allergie 
ait rien de commun avec la presence de pr6cipitine dans 
Porganisme, Friedberger estime que la sensibilisine de 
Besredka et la pr6cipitine sont choses identiques et que le 
ph6nomfene de l’anaphylaxie est l’expression de precipitations 
au niveau des cellules. Sleeswijk, au laboratoire de 
Bordet, montra qu’il y a, au moment du choc anaphylactique, 
une grande consommation de complement, fait confirme par 
Friedberger et Hartoch. 

Friedberger, aprfes avoir soutenu que l’anaphylaxie 
est cellulaire, admet qu’elle peut Stre aussi humorale. Pour- 
suivant ses recherches sur l’absorption du complement, il 
pretendit que l’on peut obtenir, en meiangeant in vitro une 
proteine, l’anticorps correspondant, et du complement, un 
produit toxique d’embiee et qui donne & l’injectiou des ph6no- 
m&nes tout k fait analogues k ceux du choc anaphylactique. 

En 1909, done deux ans aprfes la publication de notre 
travail cite plus haut, Biedl et Kraus reprirent la voie que 
nous avions indiquee et etudiferent l’anaphylaxie du chien vis 
k vis de la peptone de Witte, entre autres au moyen d’obser- 
vations au sphygmographe. Us arrivent k confirmer la con¬ 
clusion que nous avions enoncee; l’anaphylaxie est identique 
& une intoxication propeptonique. D£s lors il semble qu’ils 
pouvaient admettre ce qui avait 6te dit par des physiologistes, 
entre autres par Nolf: la chute de la pression sanguine est 
due 4 une vasodilatation provoquee par des coagulations 
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pariitales sur les endothilia, spicialement au niveau des 
poumons, et non & une action sur les centres nerveux vaso- 
moteurs. Ce fait fut d’ailleurs confirmi par divers auteurs 
au point de vue special du choc anaphylactique chez le cobaye. 

Toutefois ces auteurs rattachent Taction de la peptone 
sur les vaisseaux k une substance hypothitique qui serait 
contenue dans la peptone et que Popielsky avait appelie 
la „vasodilatine u . Us expliquent Tanaphylaxie par la production 
particuliirement rapide et intense, au dipens de la protiine 
injectie, d’une vasodilatine qui constituerait le poison ana¬ 
phylactique; ils s’en expliquent la formation d’apris la con¬ 
ception de Richet: k la suite d’une premiere injection, il 
nait dans Torganisme une protoxine, qui caractirise l’itat 
d’anaphylaxie; c’est cette protoxine qui, au moment d’une 
nouvelle injection de protiine, favorise la formation de toxine- 
vasodilatine. Cette protoxine on sensibilisine ne serait pas 
identique k la pricipitine, com me le pritend Friedberger. 

L’antianaphylaxie resterait due k l’ipuisement de l’orga- 
nisme en sensibilisine et serait l’analogue (ici encore ces 
auteurs confirment les conclusions de mon travail de 1907) 
4 ce qu’on a appeli l’immuniti propeptonique. De lk les 
moyens pratiques prinis par Besredka de privenir en 
midecine humaine les accidents anaphylactiques, par des in¬ 
jections subintrantes de petites quantity de sirum (insuffi- 
santes pour provoquer un choc, mais suffisantes pour con- 
firer une immunity propeptonique passagire) peu avant de 
faire l’injection massive d’ipreuve. 

L’anaphylaxie serait alors due k des produits de disinte¬ 
gration des protiines, soit peptones, soit vasodilatine, soit 
autre chose. 

Enfin d’autres auteurs, envisagirent la question d’un 
point de vue encore plus large; de multiples substances, 
mime les produits de disintegration des albumines de l’animal 
lui-meme, peuvent anaphylactiser. Ils ne veulent plus recon- 
naitre les phinomines toxiques comme l’essence mime du 
phinomine: ils itendent le problime et le considirent comme 
relevant autant de la physiologie que de la pathologie. Ils 
y entrevoient un processus giniral qui pourrait bien avoir 
des rapports avec la nutrition et la disassimilation. La 
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physiologic nous 6claire peu dans ce domaine, mais l’6tude 
de l’anaphylaxie pourrait nous y aider (Weichardt et Nolf). 

Weichardt voit un rapprochement entre les substances 
toxiques qui donnent le choc anaphylactique et les substances 
k6notoxiques (resultant de la d6sassimilation par fatigue) k 
l’6tude desquelles il s’est consacr6. M§me des produits de 
d6sassimilation qu’il rSussit & preparer in vitro donnent des 
manifestations apparent6es k celles de l’anaphylaxie. 

Nolf a surtout en vue les ph£nombnes g£n6raux de la 
nutrition. Le choc anaphylactique ou l’intoxication propep- 
tonique agiraient de la fa$on suivante: «l’antig£ne du serum 
se coagule en compagnie d’une partie des albumines du plasma, 
k la surface des endothelia vasculaires. Cette coagulation est 
le r6sultat d’une affinity spdciale pour l’antigfcne qu’ont ac- 
quises, au cours de la vaccination les endothelia et les albu¬ 
mines humorales produites par eux. L’anaphylaxie etl’immunit4 
ne sont que deux aspects diflferents d’une m§me transformation 
de l’organisme vaccin6. Elies sont des manifestations caract6- 
ristiques du processus fundamental suivant lequel sont pro¬ 
duites et consomm6es les albumines humorales normales, 
destinies i\ la nutrition des tissus.» 


On sait que Ton peut anaphylactiser le chien vis-i-vis 
des prot6ines les plus diverses. Nous ne mettrons en experience 
que ceux des produits d£ja employes plus haut et qui sont 
inactifs par eux-memes chez le chien afin de rendre le con- 
traste du ph6nomfcne plus frappant. 

81. Chien de 5 kg, reyoit sous la peau 0.10 g de syntonine Merck 
(albumoses, voir h la 2* partie du travail); puis 15 jours aprfcs, dans la 
jugulaire 0.25 g du na me produit. Cette dose est absolument inoffensive 
chez un chien neuf: cf. chiens No. 53, 54, 55, 56, 57. 

Pression 48 mm, jxmls 50, amplitude 15 mm. Injection en 9 sec., 
aussitot chute de la pression. 

40 sec. apres: Pression 30 mm Pouls 130 Ampl. 2 mm 
2 min. „ „ 48 „ „ C>0 „ 15 „ coag. en 7 min. 

82. Chien de 6 kg, reyoit par voie sous-cutanee 0.10 g de syntonine 
Merck, puis 15 jours apres il reyoit 0.25 g du meme produit additionnes 
de 0.40 g de leucine. 

Pression 53 mm, pouls 55, amplitude 25 mm. Injection en 6 sec., 
aussitot chute brusque, l'animal s'agite, erie et succombc 1 min. apri's 
l'injection. 
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90. Lapin de 2 kg, re<;oit 0.5 cc. de la solution de peptone-gluten 
dans la veine de l’oreille; puis 2 jours aprfes il reyoit dans la jugulaire 
10 cc. de la m&me solution, dose k laquelle un lapin neuf n’est que peu 
sensible. (Cf. lapins 22, 23, 24, 25.) 

Pression 60 mm, aussitot la pression baisse rapidement. 

25 sec. apris: Pression 22 mm 

30 „ „ l’animal succombe. 

88. Chien de 8 kg, re?oit en injection sous-cutanee 5 ccm de blanc 
d’eeuf au l / 3 ; puis 20 jours apris il reyoit dans la jugulaire 40 cc. de blanc 
d'reuf au '/„ additioniris de 0.4 g de leucine. 

Pression 47 mm, pouls 52, amplitude 22 mm, coag. en 10 min. In¬ 
jection en 14 sec. 

35 sec. apris: Pression — mm Pouls 90 Ampl. — mm 

45 „ „ „ 18 „ „ 36 „ 8 „ sang, incoagul. 

6 min. „ l’animal se remet un peu. Coag. en 6 min. 

Outre que ces premieres experiences confirment les 
donn£es connues quant k la possibility d’anaphylactiser le 
chien vis-i-vis de toutes les proteines, on constate de plus 
un fait nouveau extrSmement important: si au moment de 
l’£preuve anaphylactique on ajoute au produit k injecter de 
la leucine l’effet en est consid£rablement accru. 

Chez le lapin la peptone de Witte est inactive par elle 
meme (voir la 4 e partie du travail); nous commen^ons done 
nos experiences sur l’anaphylaxie du lapin avec la peptone 
de Witte. Par voie intraveineuse l’anaphylaxie est plus ra¬ 
pidement obtenue que par voie sous-cutanee: nos lapins 
reQoivent en general 0.1 g de peptone comme injection 
preparatoire dans la veine de l’oreille et d6jk 24 ou 48 heures 
aprfcs 0.2 g de peptone comme injection d’epreuve, r6unissant 
ainsi la dose minima k laquelle un lapin prepare est sensible 
et un minimum de deiai. 

I. Anaphylaxie aotive. 

Dans un travail sur le sort de proteines et des peptones 
injectees au lapin, nous avons pu voir que la periode d’ex- 
cretion exageree d’azote qui suit l’ingestion d’ovalbumine est 
trois ou quatre fois plus longue que celle qui suit l’admini- 
stration de peptone; il n’est done pas etonnant que dej& 24 
heures aprfes une injection intraveineuse de peptone de Witte 
le lapin se trouve en etat d’anaphylaxie pour cette substance. 
Aprfes 48 heures aussi l’anaphylaxie est intense. 
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Ce sont ces d61ais que nous avons adopts pour nos 
essais. Afin de ne pas allonger inutilement les protocoles 
d’exp6riences, nous laisserons de c6t6 les r6p6titions d’ex- 
p6riences qui seraient absoiument conformes k la premiere. 


31. Lapin de 2 kg, reyoit dans la veine de Toreille 0.1 g de peptone 
de Witte, et 24 heures aprfcs 0.2 g du m&me produit dans la jugulaire, 
deux fois successivement. 

Pression 50 mm, coag. en 17 min. 

10 sec. aprfcs: Pression 36 mm 
30 ,, „ 48 „ 


l 1 /, mm. „ 

3 1 /* » » 


25 

40 


2* injection: 

1 min. aprfcs: Pression 13 mm 

P/t >» „ „ 16 „ coag. en 25 min. 

la pression remonte lentement et progressivement 
33. Lapin de 3 kg, reyoit 0.1 g de peptone de Witte dans la veine 
auriculaire, puis 24 heures aprfcs, dans la jugulaire, 0.4 g de peptone addi- 
tionn^s de 4 cc. de s6rum-coinplfcment de lapin. 

Pression 68 mm, coagulation en 18 min. Injection: aussit6t chute rapide. 
25 sec. aprfcs: Pression 44 mm 

1 1 4 min. ,, ,, 71 „ 

2 „ „ ,, 70 „ coag. en 1 heure 

10 •• i« i« 67 it it tt 1 t» 


36. Lapin de 2 kg, reyoit 0.1 g de peptone dans la veine de Toreille, 
puis 24 heures aprfcs 0.25 g de peptone de Witte dans la jugulaire, addi- 
tionnfe de 2 cc. s6rum-compl6ment de lapin. 

Pression 48 mm, coagulation en 30 min. Injection: aussit6t quelques 
oscillations. 

30 sec. apres: Pression 33mm 

40 ,, „ 35 „ coag. en 25 min. 

4 min. ,, ,, 42 ,, ,, ,, 5 ,, 

® >> ?» » 37 ,, 

10 „ „ „ 49 „ „ „ 3 heures 


37. Lapin de 2,5 kg, reyoit 0.1 g de peptone de Witte dans la veine 
de l’oreiile, puis 48 heures aprfcs 0.25 g de la meme peptone, additionnes 
de 2.5 cc. de sfcrum-complfcment de lapin. 

Pression 45 mm, coagulation en 30 min. Injection. 

20 sec. aprfcs: Pression 25 mm 

3 min. ,, „ 40 „ incoagulable 

10 „ „ „ 42 „ coag. en 12 min. 

35. Lapin de 2.5 kg, reyoit. 0.1 g de peptone de Witte dans la veine 
de Toreille, puis 48 heures aprfcs 0.2 g du meme produit, additionnes de 
3 cc. de serum-complement de lapin, dans la jugulaire. 

Pression 45 mm, coagulation en 16 min. Injection: 

30 sec. aprfcs: Pression 47 mm Coag. en 26 min. 

5 min. „ „ „ 18 „ 

10 „ „ Pression 45 mm ,, „ 5 „ 
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Cette experience ou la dose de peptone a 4t4 plus petite et celle de 
serum plus grande, de m6me que dans une autre analogue mais ou le deiai 
avait ete de 3 1 /, jours, nous montre des ph4nomenes anaphylactiques tr4s 
faibles: la chute de la pression est nulle; la reaction se montre surtout 
par les manifestations thromboplastiques. 

39. Lapin de 2 kg, reyoit 0.1 g de peptone de Witte dans la veine de 
l’oreille, puis 48 heures aprfes, 0.2 g de la mfeme peptone addition nes de 
0.05 g de leucine. 

Pression 82 mm, coagulation en 40 min. Injection, suivie de quelques 
fortes oscillations, mais 

1 min. apres: Pression 80 mm 

2'/, „ „ „ 78 „ coag. en 45 min. 

5 „ ,, idem 

2 e injection: 

30 sec. aprt's: Pression 42 mm 

2 min. „ „ 48 „ coag. en 18 min. 

4 7‘2 

* » yy v * u v 

n. Anaphylaxie passive. 

Les provisions qui nous avaient fait adopter les dOlais de 
24 et 48 heures entre l’injection prOparatoire et l’Opreuve ana- 
phylactique, s’Otant trouvees vOrifiOs par 1’expOrience, nous nous 
sommes servi, pour nos essais d'anaphylaxie passive de sOrums 
recueillis aprOs les mOmes dOlais. 

Le sOrum I provient de la saignOe d’un lapin de 2 kg 
qui avait regu 48 heures auparavant 0.1 g de peptone de Witte 
dans la veine auriculaire; le sang qui a fourni le sOrum coa- 
gulait en 25 minutes. 

Le sOrum X a OtO obtenu dans les mOmes conditions, 
mais aprOs 24 heures .seulement; le sang correspondant coa- 
gulait en 10 minutes. 

44. Lapin de 2 kg, reyoit 0.2 g de peptone de Witte et 4 cc. de 
64mm I, le tout en 8 cc.; la seconde fois 0.2 g de peptone. 

Pression 49 mm, coagulation en 10 min. 

10 sec. aprfes d4bute une chute forte. 

1 min. aprbs: Pression 12 mm 

2 „ „ „ 15 ,, coag. en 30 min. 

57 * v » » 44 „ 

2 1 ’ injection: 

1 min. aprt;s: Pression 10 mm 

2 „ „ ,. 38 „ coag. en 8 min. 

45. Lapin de 2 kg, re^oit 0.2 g de peptone de Witte additionn4s de 
4 cc. de s4rum I et de 0.12 g de leucine. 

Zeltschr. f. Immanttatsforichiing. Orig. Bd. XIII. 43 
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Pression 58 mm, coagulation en 4 min. 

15 sec. apres: Pression 22 mm 

1 min. „ ,, 16 ,, 

2 „ „ „ 14 „ coag. en 8 min. 

2 % „ „ l’animal succombe 

4 ®. Lapin de 2 kg, reyoit 0.2 g de peptone de Witte additionn& de 
2.5 cc. de s£rum I frais et de 0.1 g de leucine; la seconde fois 0.2 g de 
peptone seule. 

Pression 59 mm, coagulation en 9 min. 

40 sec. aprfes: Pression 27 mm 
2 min. „ 39 coag. en 30 min. 

6 11 11 11 46 ,y f, ,, 7 ,, 

2 c injection: 

20 sec. aprfcs: Pression 12 mm, coag. en 2 rain. 

30 »» » n 10 ,, „ „ 2 „ 

3 1 /, min. „ „ 20 „ „ „ 3 „ 

la pression continue k se relever lentement. 

47. Lapin de 2 kg, reyoit 0.2 g de peptone de Witte additionnes de 
2 cc. de s£rum X frais et de 0.1 g de leucine; la seconde fois 0.2 g de 
peptone seulement. 

Pression 54 mm, coagulation en 25 min. 

20 sec. aprfcs d£bute une chute 

1 min. apr&s: Pression 27 mm 

2 „ „ „ 48 „ coag. en 15 min. 

4 58 

2 c injection: 

30 sec. aprfcs: Pression 29 mm 
27, min. „ „ 35 „ 


48. Lapin de 2 kg, reyoit une injection de 2 cc. de s£rum anaphy- 
lactisant X dans la jugulaire 3 l / t min. avant la peptone (0.2 g additionnes 
de 0.1 g de leucine). 

Pression 58 mm, coagulation en 12 min. 

30 sec. apres: Pression 45 mm, puis remonte 

3 / 2 min. ,, ,, 06 ,, 

2 <* injection (peptone): 

20 sec. apres: Pression 48 mm 
4 min. ., 51 „ coag. en l l / f heure. 

49. Lapin de 2 kg, reyoit 2.5 cc. de s4rum X, 3 minutes avant Finjection 
de peptone ( 0.2 g de peptone de Witte additionnes de 0.1 g de leucine). 

Pression 52 mm, coagulation en 7 min. 

25 sec. aprks: Pression 43 mm 

2 min. „ „ 44 „ coag. en 4 min. 

3 ii ii ii 44 „ 

2 c injection (peptone additionn^e de leucine): la courbe des pressions n est 
pas modifi£e. 

3 min. aprfcs: Pression 44 mm coag. en 27 min. 

6 44 

w ii i* ii ^ ii 

3 C injection (peptone additionn^e de 0.1 g de leucine): 
l l / 2 nnn. apr&s: Pression 44 mm coag. en 9 min. 


Gck igle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Le rdle des acides amin4s dans l’intoxication prot&nique. 655 


60. Lapin de 2.5 kg, re§oit 1.7 cc. de s£rum X recueilli depuis 
48 heures, additional de 1.3 cc. de s^rum-complement de lapin, puis aprks 
4 min., un melange de 2.5 cc. de 0.2 g de peptone et de 0.1 g de leucine. 
La 3 e injection n’est compoe£e que de 0.2 g de peptone seule. 

Pression 60 nun, coagulation en 4 min. Injection de serum: la 
pression tombe rapidement mais trfes brifevement k 50 mm, et remonte vite 
k 58 mm. 

4 min. aprks: Pression 58 mm, coag. en 16 min. 

2 e injection: chute lente 

l 1 /, min. aprks: Pression 42 mm, coag. en 5 min . 

6 m i n . ,, ,, 54 ,, 

3 e injection: chute rapide et forte. 

45 sec. aprks: Pression 32 mm 

1 min. „ „ 32 „ incoagulable. 

m. La propriete anaphylaotJsante da serum eet entrainee par 

la coagulation. 

Par nos experiences sur Tintoxication proteinique chez le 
lapin, nous avons etabli la n£cessit6 de Tintermediaire du 
com plexus leucine-complement. 

II etait done logique de supposer que Taction d’un serum 
anaphylactisant soit due & Texistence dans ce serum de corn- 
plexus leucine-compiement. 

On congoit que ce serum perde son activite dans les con¬ 
ditions oil le complement disparait: soit en vieillissant, soit 
par le chauffage. La coagulation k 75° C permet de separer 
une partie liquide qui n’est pas anaphylactisante. Quant & 
l’autre partie, le coagulum, nous allons voir qu’elle renferme 
la propriete anaphylactisante, laquelle n’est pas detruite, mais 
entrainee par la coagulation, ce qui plaide pour Texistence 
reelle du complexus leucine-compiement: la leucine ne se 
trouverait pas dans le sang comme telle, e’est k dire comme 
substance relativement simple, mais liee au complement 

En effet, ce precipite de coagulation, ajoute k la peptone 
est inactif; il manque le facteur complement que la chaleur y 
a detruit ou tout au moins dissocie, alors que les acides 
amines tels que les leucines resistent 4 100° C. Si on ajoute, 
au contraire, du s6rum-compiement k ce pr6cipite, on reunit 
de nouveau les conditions requises et on observe les pheno- 
m&nes habituels de Tin toxica tion proteinique. 

43* 
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51. Lapin de 2 kg, reyoit 0.2 g de peptone de Witte additionnes de 
1 g du pr6cipit£, deux fois successivement. 

Pression 51 mm, coagulation en 20 min. 
l e injection: pas de modifications. 

2 c injection: 4 minutes plus tard, pas de modifications. 

Pression 52 mm, coag. en 20 min. 

52. Lapin de 2 kg, reyoit 0.2 g de peptone de Witte additionnes de 
1 g du pr6cipit£ et de 1 cc. de serum-complement de lapin. 

Pression 52 mm, coagulation en 10 min. L’injection est suivie (Tune 
oscillation, puis atteint. 

20 sec. apres, pression 43 mm 

48 „ coag. en 15 min. 

„ 38 „ 

„ 8 „ 

„ „ 20 „ 

18 30 


4 min. 
11 
12 
14 
18 


ff 

ft 


En somme, dans l’6tat d’anaphylaxie active le lapin se 
comporte vis-4-vis de la peptone de Witte tout comme le chien 
normal. L’enrichissement de la peptone en leucine aggrave 
notablement les effets de l’injection d’6preuve. L’addition d’un 
syrum normal diminue la soudainet6 du phynomfcne, mais 
l’action thromboplastique se traduit cependant par l’augmen- 
tation de la coagulability du sang. 

Dans l’anaphylaxie passive l’addition de leucine 4 la 
peptone de l’injection d’6preuve augmente fort l’in tensity et 
la rapidity des phynomfcnes anaphylactiques. 

La force de l’intoxication est naturellement influencye par 
la quantity de syrum anaphylactisant que l’on ajoute k la 
peptone. Quand l’injection de syrum passivement anaphy¬ 
lactisant devance celle de la peptone, de plusieurs minutes, 
l’effet se ryduit k un minimum. 


IV. Considerations d'ensemble. 

On sait que l’on peut anaphylactiser les animaux contre 
les diverses protyines; une premiere injection, mSme k petite 
dose, les rend hypersensibles et les fait ryagir m6me k une 
protyine qui sinon ne serait pas toxique pour eux. 

D6jk d’une premiere syrie de nos expyriences se dygage 
un fait trfcs important: si au moment de l’ypreuve anaphylac- 
tique on ajoute de la leucine au produit k injector, l’effet en 
est considyrablement accru. L’adjonction suppiymentaire de 
serum frais, influe moins. 
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Par nos experiences d’intoxication chez le lapin, nous 
avons 4tabli la n£cessit6 de Tinterm6diaire du complexus 
leucine-complement. II 4tait done logique de songer k attri- 
buer Faction d’un serum anaphylactisant k l’existence, dans 
ce serum, du complexus leucine-complement. On con^oit que 
ce serum perde son activite en vieillissant et surtout par le 
chaufifage. La coagulation par la chaleur k 75° C permet de 
separer one partie liquide qui n’est pas anaphylactisante et 
un precipite de coagulation, lequel ajoute k la peptone, est 
inactif, mais qui le devient dfes qu’on le recomplfcte par du 
serum frais. 

En somme, le lapin anaphylactise se comporte vis-k-vis 
de la peptone de Witte tout comme le chien normal. L’enri- 
cbissement de la peptone en leucine aggrave notablement les 
effets de 1’injection d’epreuve. L’addition de serum normal 
diminne la soudainete du phenombne, mais Taction thrombo- 
plastique se traduit cependant nettement par l’augmentation 
de la coagulabilite du sang. 

Dans Tanaphylaxie passive, Taddition de leucine 4 la 
peptone de l’injection d’epreuve augmente fort l’intensite et 
la rapidite des phenombnes. 

Toutes les variations que Ton fait subir au double facteur 
leucine-complement ou k ses constituants se repercutent par 
des differences dans la force et dans la rapidite des mani¬ 
festations toxiques. On peut done en deduire que ces facteurs 
interviennent dans Tanaphylaxie. 

Dans les experiences chez le lapin nous avons entrevu 
des differences partielles entre les complements de divers 
animaux quant k leurs affinit6s. On peut d’autre part se 
figurer 1’existence de variet6s presque innombrables d’acides 
amines, si par leur derivation de proteines differentes, ils 
ont encore une composition suffisamment complexe pour rap- 
peler leur origine. 

Apr£s avoir 6tabli d£s 1907 le rapprochement entre Tana¬ 
phylaxie et Tintoxication propeptonique, nous compietons main- 
tenant ce rapprochement en le pr6cisant, k la lumi^re des 
faits nouveaux que nous venons d’exposer. 

On peut des lors concevoir le mecanisme de Tanaphylaxie 
de la fa^on suivante: Tinjection pr£paratoire introduit directe- 
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ment ou permet la production d’acides amines par voie de 
disintegration de l’albumine injectie. Le compliment, doui 
d’une affiniti plus ou moins grande pour ces acides aminis 
priexiste et la possibiliti de la formation du complexus se 
trouve ainsi rialisie: il y aurait done anaphylaxie dis que les 
iliments du complexus acides aminis-compliment (pour la 
spicificiti voir plus loin) se trouvent riunis, et cet itat com- 
mencerait dis qu’il n’est plus iquilibri par l’antianaphylaxie 
passagire, et durerait aussi longtemps que l’organisme n’a 
pas poussi la disintegration plus loin et ilimini tout risidu 
de la protiine. 

Les substances introduites d’une fa^on parentirale dans 
l’organisme arrivent d’abord dans l’oreillette droite du coeur 
et de 1& dans la petite circulation. II s’en suit que e’est dans 
cette partie importante de l’appareil circulatoire que s’exerce 
Faction thromboplastique des protiines injecties, donnant ainsi 
au phinomine le plus caractiristique et le plus connu du 
choc anaphylactique son allure grave et dangereuse. 

L’animal va succomber k cet ictus vasomoteur qui se 
produit dans un organe essentiel k la vie, k moins que la 
sicrition d’antitbrombine n’arrive assez t6t et assez abondam- 
ment pour libirer les vaisseaux thoraciques: dans ce cas 
l’animal se remet. 

La spicificiti s’explique assez facilement: elle dipend de 
1’acide amini, encore plus ou moins complexe tel qu’il dirive 
de la protiine en voie de disintigration; on comprend que 
cette spicificiti n’ait pas de limites trop itroites; on sait par 
exemple que le lait anaphylactise vis-&-vis de lui-meme et 
vis k vis de diverses protiines bovines. Comme les albumines 
auxquelles certains animaux sont normalement sensibles, sont 
pricisiment de celles dont ils se nourrissent, on peut concevoir 
que leur organisme renferme constamment une certaine quan- 
titi du complexus compliraent-acide amini correspondant et 
que ces animaux sont normalement dans un itat d’anaphylaxie 
plus ou moins accusi vis-k-vis de ces substances. On sait 
d’ailleurs qu’un chien en voie de digestion carnie peut itre 
insensible k une injection de peptone: il est momentaniment 
antianaphylactisi. 
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Notre interpretation da ph£nomkne fournit la clef pour 
la comprehension des divers faits connus par l’etude de l’ana- 
phylaxie. 

La toxogenine, la sensibilisine ne seraient que le com- 
plexus compiement-acide-amine. 

Une albumine chauffee ou alt6r6e peut anaphylactiser 
puisqu’elle peut encore donner des acides amines plus ou 
moins specifiques (thermostabilite de la propri6t6 anaphylacti- 
sante), mais Stre d£jk trop modifi6e pour se combiner aux 
facteurs prepares dans l’organisme et produire le choc ana- 
phylactique. 

L’absorption de complement au moment de l’intoxication, 
fait partie int6grante de notre interpretation. 

Le melange in vitro de prot6ine, anticorps (s6rum ana- 
phylactisant) et complement, qui produirait l’anaphylatoxine 
de Friedberger, ne fait que reunir les facteurs que nous 
savons maintenant Stre necessaires k l’edosion de l’intoxication. 
L’anticorps renferme l’acide amine et, s’il est frais, le com¬ 
plement. 

II est probable que les conceptions de peptozyme de Pick 
et Spiro et de vasodilatine de Popielsky, qui devaient 
correspondre k des substances que l’on trouverait dans la 
peptone de Witte et dans d’autres prot£ines, expriment sim- 
plement l’intensite de Faction thromboplastique de la prot£ine, 
laquelle est fonction et du type de la prot£ine et des 616ments 
du complexus acide amin£-compl£ment qui lui sont n£cessaires 
et qu’elle peut trouver disponibles. 

Les divergences entre Arthus et Weichardt au sujet 
de la production d’antianaphylaxie par la glycocolle, Talanine 
etc., tient probablement k la trop grande puret£ des produits 
employes par Weichardt; nous savons en effet que ces corps 
ne sont que peu thromboplastique par eux-m£mes, et incapables 
de provoquer une s£cr£tion d’antithrombine. 

L’6tat d’anaphylaxie est done celui qui r£unit au mieux 
les conditions oil une prot£ine injects d£veloppe son action 
thromboplastique, e’est-k-dire qu’elle trouve en quantity suf- 
fisante le complexus compl£ment-acide amin£ apparent^, et par 
la m§me suffisamment sp£cifique. Le choc anaphylactique est 
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l’expression de cette action thromboplastique dans son maximum 
d’intensit6 et de soudainet6. II constitue la manifestation la 
plus brutale de la premiere partie de la reaction de l’organisme 
contre Introduction de prot6ines 6trang&res; la suite de cette 
reaction, la s6cr6tion d’antithrombine et le sort ult6rieur de 
l’albumine inject6e, feront l’objet d’un travail suivant. 

Zusammenfassung. 

I. Aus einer ersten Reihe von Experimenten ergab sicb, 
daB Lipoide und Kolloide (Lecithin, Protagon, Cerebrin, 
Cholesterin) ohne EinfluB auf die bekannte Peptonvergiftung 
sind. Von den Aminos&uren wirken im Gegenteil einzelne 
(Tyrosin, Leucine, welche mit Pepton klare Losungen geben) 
auf die Symptome erschwerend, andere dagegen (Leucine, welche 
mit Pepton nur trttbe Aufschwemmungen geben) vermindernd. 

II. Wenn man nun die mittels verschiedene kfiuflicher 
Peptone erhaltenen spygmographischen Kurven miteinander 
vergleicht, zeigt es sich, daB die charakteristichsten Kurven 
durch das Wittesche Pepton gegeben werden; das 
GrOblersche Pepton (Hemialbumose) ttbt eine khnliche Wir- 
kung aus. C o r n e 1 i sches Pepton schlieBt sich ziemlich diesen 
beiden an; andere Peptone Chapoteaut, de Nayer, 
Defresne) weichen mehr Oder weniger ab. 

Vergleicht man nun die Kurven mit den Resultaten der 
chemischen Analyse (cf. Tabelle), so ergibt sich, daB: 

1) die Peptonvergiftung nicht von der Acidit&t der Pro- 
dukte abh&ngt: alle reagieren sauer, die sauersten sind nicht 
die wirksamsten. 

2) Der absolute Gehalt an Aminosaure hat keinen direkten 
EinfluB, z. B. das de Nayersche Pepton enth&lt 75 Proz. 
Aminosaure und ist wenig aktiv. Wir wissen fibrigens (§ 1), 
daB die Aminosauren selbst nur eine geringe Wirkung auf den 
Blutdruck haben, jedoch die Gerinnung verzogern und eine 
gewisse Peptonimmunitat verleihen. 

3) Auch die eigentlichen Peptone sind fflr die Vergiftungs- 
sy nip tome nicht verantwortlich; das Defresnesche Pepton, 
das iiber 30 Proz. echte Peptone enth&lt, hat eine viel weniger 
charakteristische Wirkung als das Wittesche Pepton. 
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4) Die Albumosen, io ihrem Ganzen oder je nach ihrem 
Gehalt an Proto- oder Deuteroalbumosen, sind ohne direktes 
Verhaltnis zu der Starke der typischen Vergiftung. Vielmehr war 
ein Stoff, welcher unter dem Namen „Syntonin Merck 44 ge- 
kauft wurde, und welcher bei der Analyse hauptsachlich aus 
Albumosen zu bestehen schien (70 Proz.), als solches an- 
gewandt, v811ig inaktiv. Es sei jedoch hier bemerkt, daB 
kaufliche Peptone, welche an Albumosen sehr reich (aber nicht 
zu exklusive) sind, eine besondere Wirkung aufweisen: 
zuerst steigt der Blutdruck, darauf folgt eine mehr oder 
weniger ausgesprochene Senkung; schon zugleich mit der Stei- 
gung beobachtet man eine groBe Pulsfrequenz mit sehr kleinen 
Wellen. 

5) Es bleiben die Acid- und Alkalialbumine, fflr welche 
ein direkter Zusammenhang zwischen der Quantitat und der 
Starke der Wirkung besteht. Das Wittesche und das 
Grflblersche Pepton sind namlich an 15slichen und koagu- 
lablen Albuminen am reichesten (cf. die Tabellen der Ana- 
lysen). 

Diese ersten SchluBfolgerungen stimmen ziemlich gut 
mit denen von frflheren Autoren flberein. 

Aber die chemische Analyse hat uns gezeigt, daB samtliche 
Peptone Aminosaure, und zwar in sehr verschiedenen Mengen, 
enthalten. Andererseits lassen die Untersuchungen mit dem 
so bezeichneten „Syntonin Merck 44 die groBe Wichtigkeit des 
Zusammentreffens mit Aminosaure vermuten, denn ein ungiftiges 
Produkt wird aktiv durch dessen Zufflgung. 

Hier tritt demnach ein hdchst wichtiger Faktor zum Vor- 
schein, die Proteinen brauchen das Vorhandensein eines ge- 
wissen Quantums Aminosaure, um ihre giftige Wirkung aus- 
flben zu konnen; dieselbe siud als eine Art ^ZwischenkSrper 44 
zwischen den Proteinen und dem Organismus anzusehen. Samt¬ 
liche Abbauprodukte der EiweiBstoffe sind wirksam; das Be- 
dflrfnis an Aminosaure ist aber sehr verschieden: so enthalt 
z. B. das so wirksame Wittesches Pepton 23 Proz. Amino¬ 
saure und durch die Zufflgung von zehnfach soviel Amino¬ 
saure nimmt die Giftigkeit ab. Andererseits ist das Vor¬ 
handensein von mindestens 25 Proz. nfltig, um die Wirkung 
des Syntonins Merck (Albumosen) wachzurufen, und dieselbe 
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wird durch 125 Proz. Aminos&ure noch gesteigert. Es ist 
wahrscheinlich, daB die groBere Giftigkeit der ersten Abbau- 
produkte auf das geringere Bedflrfnis an Aminoskure zuriick- 
zufQhren sei. 

III. In einer folgenden Reibe von Experimenten gingen 
wir von bestimmten EiweiBstoffen aus und suchten wir die 
vorigen SchluBfolgerungen zu bestatigen. 

Aus EiweiB bereitetes Acidalbumin ist wirksamer als das 
Alkalialbumin. Es muB aber bemerkt werden, daB schon 
bei der Bereitung sich in beiden gewisse Mengen AminosQure 
bilden. Das ZufQgen von Aminos&uren (50 Proz. genGgen, 
250 Proz. steigern noch) verleiht beiden eine erheblich ge- 
steigerte Wirkung. 

Weder Eiklar noch Blutserum, in die Venen einesTieres 
eingespritzt, haben einen Einflufi auf den Blutdruck. Beide 
jedoch vermehren die Gerinnungsfahigkeit. 

Durch ZufQgen von Leucin aber tritt auch mit diesen 
nicht denaturierten Proteinen eine typische Pepton- oder viel- 
mehr Proteinvergiftung auf. Dieselbe wird aber nicht von 
einer deutlichen Verminderung der Gerinnungsfahigkeit des 
Blutes gefolgt. 

Es wird jetzt fast allgemein angenommen, daB diese Blut- 
drucksenkung mit der begleitenden Pulsbeschleunigung und 
Kleinheit der Wellen auf einer Vasodilatation, durch wand- 
standige Gerinnung auf den Endothelien bedingt, beruhen 
wiirde. 

Nach unseren Resultaten ware nun das Leucin derZwischen- 
korper gerade ftir diese thromboplastische Wirkung. DaB die 
Verzogerung der Blutgerinnung, welche auf eine sekundare 
Antithrombinsekretion zuruckzufuhren ware, von der ersten 
Wirkung getrennt auftreten kann, ist selbstverstAndlich, die 
Frage wird (ibrigens weiter erSrtert werden. 

Das Leucin ist nicht wegen seiner sauren Reaktion wirksam, 
denn es kann nicht von Mineralsaure noch von Weinsteinsaure 
ersetzt werden. Es mufi aber als Saure vorhanden sein, denn 
Neutralisierung hebt seine Wirkung auf, neues ZufQgen von 
Leucin ruft aber dieselbe wieder hervor. 
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IV. Es wird allgemein aogenommen, daB das Kaninchen 
gegen Peptonvergiftung unempfindlich ist. — Das Zufilgen 
von Leucin auf Gruod unserer vorigen Versuche batte keinen 
Einflufi. 

Die Vergiftung mufi jedoch mdglich sein: man beobachtet 
sie, wenn das Tier vorher anaphylaktisiert worden ist. 

Man weiB durch die Arbeiten von Sleeswijk und von 
Friedberger, daB bei Gelegenheit des anaphylaktischen 
Shocks ein groBer Verbrauch von Komplement stattfindet. 
Ohne die Frage aufzuwerfen, ob das Komplement im Blut- 
plasma kreist und in welcher Menge, haben wir versucht, 
das Komplement (als frisches Normalserum) direkt mit dem 
Pepton zu injizieren. Das Ziel war erreicht: die Vergiftung 
tritt hervor mit Blutdrucksenkung, usw. 

Schon 0,1 g pro kg genflgt; mit 0,25 g pro kg sind 
die Symptome pr&gnant. Nach einigen Minuten wird das 
Blut weniger gerinnbar, manchmal ungerinnbar. Es ist dem* 
nach eine Antithrombinsekretion erfolgt, welche aber ge- 
ringer ist als beim Hund; auch eine wirklich deutliche Pepton* 
immunitat ist ziemlich selten. Die thromboplastische Wirkung 
der neuen Injektion Bberschwemmt das vorhandenes Anti¬ 
thrombin. 

Das Zuihgen von altem, resp. von auf 58° C erhitztem 
Serum ist wirkungslos. Es ist demnach der als Komplement 
bezeichnete Teil des Serums, der hier im Spiel ist. 

Dagegen ist das Kaninchen fiir ein vegetabilisches Eiweifi 
(ein von uns verfertigtes und Aminos&ure enthaltendes Gluten- 
pepton) direkt, ohne Zufiigung von fremden Komplement, 
empfmdlich. Das Tier scheint fflr dasselbe ebenso empfindlich 
wie der Hund fiir das Wittesche Pepton. 

Der Zwischenkbrper, von dem im vorigen Abschnitt die 
Rede war, ist demnach nicht nur das Leucin, sondern ein 
Komplex von Leucin-Komplement. Dasselbe braucht nicht 
in groBer Menge vorhanden zu sein. Wenn die thrombo¬ 
plastische Wirkung nur einmal angefangen hat, bildet sich 
durch die stattfindende Koagulation neues Komplement und 
die Reaktion l&uft weiter ab. Ein fremdartiges EiweiB, wenn 
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auch in geniigender Menge von Leucin begleitet, hat nar ge- 
ringe Affinitat fflr das Komplement, die Koagulation geschieht 
aufierst langsam und schwach. Wenn sich auch die Reaktion 
hierdurch erkennen laBt, zeigt sie jedoch nicht die fttr eine 
intensive und sofortige thromboplastische Wirkung charakte- 
ristischen Merkmaie. 

V. Man weiB, daB die Tiere sich gegen die verschieden- 
sten Proteine anaphylaktisieren lassen. Eine erste Injektion 
macht sie fflr einen sonst ganzlich inaktiven Kdrper stark 
empfindlich. 

Schon aus einer ersten Versuchsreihe tritt eine wichtige 
Tatsache hervor: durch Zufflgung von Leucin wird die Wir- 
knng eines injizierten Proteins erheblich verstarkt; komple- 
menthaltiges Serum allein hat weniger Einflufi. 

Durch unsere Untersuchungen flber die Peptonvergiftung 
beim Kaninchen wurde die notwendige Verraittlung von beiden, 
i. e. des Komplexes Leucin-Komplement dargetan. 

Beim anaphylaktisierten Tier gibt sich jede Aenderung 
einer dieser beiden Faktoren durch einen Unterschied in der 
Starke oder in der Geschwindigkeit der Vergiftungssymptome 
kund. Man darf demnach annehmen, daB die beiden Faktoren 
an der Anapbylaxie beteiligt sind. 

Auch bei der passiven Anaphylaxie beobachtet man das- 
selbe. Ein passiv anaphylaktisierendes Serum, auf 75° C er- 
hitzt, gibt ein Filtrat das v611ig unwirksam ist, und ein Koa- 
gulum, welches durch sich selbst ohne EinfluB, sich aber durch 
komplementhaltiges Serum reaktivieren lafit und dann wiederum 
passiv anaphylaktisieren kann. Dieser Versuch spricht des* 
halb fQr das wirkliches Bestehen des Komplexes AminosBure* 
Komplement. 

Die Experiraente beim Kaninchen haben die Verschieden- 
heit der Affinitat der Koraplemente je nach der Tierart gezeigt 

Nachdem wir schon 1907 auf Grund unserer damaligen 
Untersuchungen die Anaphylaxie als eine Peptonvergiftung 
gedeutet haben, lafit sich jetzt im Lichte obiger neuen Tat- 
sachen die Anaphylaxie folgenderweise noch genauer anf- 
fassen. 
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Durch die sensibilisierende Einspritzung werden in den Or¬ 
gan ismus Aminos&uren schon fertig hineingefflhrt, resp. werden 
dieselben durch weiteren Abbau im Organismus selbst gebildet. 
Das Komplement mit seiner verschiedenartigen Affinit&t ist 
vorhanden, und so kann der Komplex Aminos&ure-Komple- 
ment zustande kommen. Die Anaphylaxie f&ngt an, sobald 
die knrzzeitige durch die Injektion bedingte Antianaphylaxie 
nicht mehr die Ueberhand hat, und dauert so lange, bis der 
Organismus durch weiteren Abbau und Exkretion die letzten 
Ueberreste des Proteins ausgeschieden hat. 

Bei einer Prflfungsinjektion ruft die thromboplastische 
Wirkung schnell einen energischen Shock hervor, weil der 
Komplex zur Vermittlung vorliegt. Parenteral eingefQhrtes 
Eiweifi flbt seine thromboplastische Eigenschaft vorerst auf die 
Gef&Be des kleinen Kreislaufs aus und verleiht so dem Shock 
sein charakteristisches und gef&hrliches Wesen. Das Tier 
wird diesem Iktus unterliegen, wenn nicht eine genflgende 
und frfihzeitige Antithrombinsekretion die Gef&Be befreit und 
Erholung bringt. 

Auch die Spezifizitfit lftBt sich in dieser Weise erkl&ren: 
sie wird bestimmt durch die Aminos&ure. Man kann sich das 
Bestehen einer unbestimmten Zahl von Aminos&uren vorstellen, 
falls dieselben durch ihre Abstammung von den verschiedensten 
Proteinen noch durch Seitenketten kompliziert genug geblieben 
sind, urn ihre Abstammung zu verraten. Uebrigens weifi man, 
daB die Spezifizit&t in nicht zu engen Grenzen gefafit ist; 
z. B. anaphylaktisiert Milch gegentlber Milch und zu gleicher 
Zeit gegen andere Rinderproteine. 

Man kann sich sehr gut vorstellen, daB der Organismus 
normalerweise von den gewdhnlichen Nahrungsstoffen ab- 
stammende Aminos&ure enth&lt und demnach gegen diese 
Proteine stets und in wechselndem Grade anaphylaktisiert 
ist. Man weiB auch, daB der Hund in voller Verdauung ftir 
Pepton viel weniger empfindlich ist: er ist zeitweise anti- 
anaphylaktisiert. 

Unsere Erkl&rung des Ph&nomens l&Bt eine sehr einfache 
Deutung sSmtlicher bekannten Tatsachen zu. 
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Die Annahme eines Toxogenin und eines Sensibilisin ent- 
spricht einfach das Vorhandensein des spezifischen Komplexes 
Aminos&ure- Korn plem ent. 

Ein erhitztes Oder teilweise denaturiertes EiweiB kann 
noch Anaphylaxie auslOsen, weil es noch AminosSure bilden 
kann (Therm os tabili tat der anaphylaktisierenden Eigenschaft); 
es ist aber zu viel ver&ndert, um sich noch mit dem aus der 
ersten Injektion entstandenen Komplex zu verbinden. 

Der Verbrauch von Komplement ist gerade ein wichtiger 
Teil unserer Auffassnng. 

Wenn Friedberger Protein, anaphylaktisierendes Seram 
und Komplement miteinander in vitro mengt, braocht er nicht 
die Bildung eines Anaphylatoxins anzunehmen. Er bringt 
einfach die nbtigen Faktoren zusammen, um den Shock aus- 
zulbsen. 

Die Hypothese von Pick und Spiro eines Peptozyms 
und die von Popielsky eines Vasodilatins als wirksamer Teil 
in dem Witteschen Pepton ist fiberflflssig; sie entspricht wahr- 
scheinlich nur die Heftigkeit der thromboplastischen Wirkung, 
und dieselbe hfingt ab von der chemischen Form des Proteins, 
von der ihm ndtigen Menge AminosSure und von dem Vor¬ 
handensein des Komplexes Aminosaure-Komplement. 

Die Anaphylaxie ist der Status, in dem ein injiziertes 
Protein am besten die Bedingungen, in welchen es seine 
thromboplastische Wirkung austtben kann (i. e. eine genflgende 
Menge des Komplexes Komplement-Aminos&ure, diese letztere 
in nicht zu weit abgebauter Form um an ihren Ursprung noch 
zu erinnern und deshalb spezifisch zu sein) fertig vorfindet. 

Der Shock entspricht dieser thromboplastischen Wirkung 
mit ihrer groBten Starke und PlOtzlichkeit. 

Es ist die gewaltigste Form des ersten Akts der Reaktion 
des Organismus gegen die Einftihrung von fremdem Oder 
denaturiertem EiweiB. Die folgenden Akte dieser Reaktion, 
i. e. die Antithrombinsekretion und das Schicksal des injizierten 
Proteins, werden in einer weiteren Arbeit berficksichtigt werden. 
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Nachdruck verboten. 

[Aus dem Institut far Hygiene nnd Bakteriologie der Universitat 
StraBburg (Direktor: Geheimrat Prof. Dr. Uhlenhuth).] 

Welter© Stndlen fiber die wRaserlgen Organextraktgifte. 

Von Priv.-Doz. Dr. H. Dold und Dr. Sagio Ogata. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 7. April 1912.) 

Wfihrend die Giftwirkung wftsseriger Extrakte bestimmter 
Organe auf heterologe Tiere schon ziemlich lange bekannt war 
(Wooldridge, Pekelharing, Martin, Boggs, Con- 
radi, W. A. Schmidt, Grund, Ascoli, Piorkowski, 
Weichhardt und Piltz, Freund u. a.), berichteten 
Brieger und Uhlenhuth im Jahre 1898 wohl zum ersten- 
mal fiber Giftwirkung von Extrakten aus normalen Organen 
derselben Tierart bei subkutaner Injektion. Kraus, 
Volk und Lfi wen stein macbten dann Mitteilungen fiber 
Gifte, die, aus tuberkulfisen Meerschweinchenorgauen durch 
Extraktion mit physiologischer Kochsalzlfisung gewonnen, auf 
Meerschweinchen bei intraveudser Injektion akut tOdlich wirkten. 
Dieselbe Wirkung konnten die Autoren spfiter auch bei Ex¬ 
trakten aus normalen Meerschweinchenlungen konstatieren. 
Uhlenhuth, Haendel und Steffenhagen machten 
weiterhin die Erfahrung, daB PreBsSfte resp. Kochsalzextrakte 
aus Rattensarkomen, sowie aus normaler Meerschweinchen- 
leber bei intravenoser Injektion ffir die gleiche Tierart akut 
tddlich wirkten, und daB durch Berkefeld-Filtration oder Er- 
hitzen auf 60° eine Entgiftung eintrat. 

In zwei frflheren Arbeiten (Zeitschr. f. Immunit&tsf. etc., 
Bd. 10, 1911, Heft 1/2 und Deutsche med. Wochenschr., 1911, 
No. 36) konnte dann der eine von uns (Dold) zeigen, daB 
sich aus alien untersuchten Organgeweben (Lunge, 
Milz, Leber, Niere, Gehirn, Muskulatur, Hoden, Lymphdrfisen), 
und zwar sowohl aus normalen wie aus erkrankten (tuberkulfisen) 
Organen von Meerschweinchen, Kaninchen und Menschen, 
durch kurzdauernde Extraktion mit physiologischer Koch- 
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salzlosung Gifte gewinnen lassen, welche bei intravenoser In- 
jektion die Versuchstiere (Meerschweinchen und Kauinchen) 
akut tOten, daft es sich hierbei also um ein ganz allgemeines 
Prinzip handelt, und nicht um Gifte, welche nur dem einen 
oder audereu Organ — wie dies frflher vielfach angenommen 
wurde — eigentflmlich sind. Diese Organextraktgifte erwiesen 
sich fflr die homologe Tierart relativ giftiger als fflr hete- 
rologe Tierarten. Es zeigte sich feruer, dafi alle diese 
Gifte durch Zusatz von genflgender Menge frischen Serums 
binuen kurzer Zeit (V 2 —1 Stunde) entgiftet wurdeu, und zwar 
stellte sich dabei heraus, dafi auch bei dieser Entgiftung das 
homologe Serum wirksamer war als ein beterologes 1 ). Tuber- 
kulOse Tiere zeigten zum mindesten keine starke Ueber- 
empfindlichkeit gegenOber Extrakten aus tuberkulbsen Or- 
ganen. 

Durch Zusatz von Kaolin kbnnte man die giftigen Organ- 
extrakte (wahrscheinlich durch die an das Kaolin erfolgende 
Adsorption der Giftstoffe) ebenfalls entgiften. Ferner konnte 
gezeigt werden, dafi das frische Serum durch Filtration durch 
ein Berkefeld-Filter seine F&higkeit, die Organextrakte zu ent¬ 
giften, verliert. Bei der Entgiftung der Extrakte durch frisches 
Serum findet kein Komplementschwund statt, es handelt sich 
hierbei also wohl nicht um eine Komplement-, sondern eher 
um eine Ferment- bzw. Antifermentwirkung (wenn man die 
Giftwirkung der Organextrakte auf ein gerinnungserzeugendes 
Ferment zurQckfflhren will). 

Versuche, Kaninchen gegen ihre eigenen Organgifte zu 
immunisiereren, schlugen fehl. Die Tiere gingen w&hrend 
des Immunisierungsprozesses unter fortschreitendem Krfifte- 
verlust ein. 


1) Neuerdings berichten Ascoli und Izar (Munch, med. Wochenschr., 
1912, No. 20), dafi man durch ca. 12-stiindige Digestion von untertodlichen 
Organextraktdosen mit frischem Serum wieder todliche Gifte erhalten 
konne. Wir haben diese Versuche an Kaninchen nachgepriift, haben aber 
bis jetzt (4 Versuche) keine derartige Beobachtung gemacht. Wir mochten 
annehmen, dafi es sich bei den Versuchen von Ascoli und Izar nicht 
uin Gifte von der Natur der Organextraktgifte, sondern um andere giftige 
Stotte (baktenelle Zersctzungen des Serums?, anaphylatoxinartige Stoffe?) 
handelt. 
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Weitere UntersuchuDgeo ergaben dann die wichtige Tat- 
sache, daB es zur Gewinnung der Gifte nicht ndtig 
ist, die Organzellen zu zertriimmern; vielmehr 
genilgt es, die Organe, angeschnitten, etwa zwei 
Stunden lang in physiologischer Kochsalzlosung 
zu digerieren, so daB Gewebssaft aus den Or- 
ganen austreten kann, die Kochsalzlbsung er- 
weist sich nach Ablauf dieser Zeit giftig. Ferner 
zeigte es sich, daB, w&hrend die Extraktgifte mit Leichtigkeit 
aus lympbatischen Organen, wie Milz und Lymphdrusen zu 
gewinnen sind, aus gewaschenen und zertrBmmerten Leuko- 
cyten (welche durch Aleuronat aus der BauchhOble der 
Versuchstiere gewonnen wurden), solche Gifte nicht extra- 
hiert werden konnen. Diese beiden letztgenannten Befunde 
sprechen dafdr, daB die Organextraktgifte in der Hauptsache 
aus dem extracellul&ren Gewebssaft der Organe 
stammen. 

Unsere hier mitgeteilten Untersuchungen behandelten 
zunachst nochmals die Frage, ob es gelingt, durch einfache 
w&sserige Extraktion zertrflmmerter freier KOrperzellen ana- 
loge Gifte wie aus den eigentlichen Organen (im engeren Sinne) 
zu gewinnen. VVir extrahierten demgemaB grofie Mengen von 
Erythrocyten, Leukocyten und rotem Knochen- 
mark von Kaninchen, und prflften die Wirkung solcher 
Extrakte auf die homologe Tierspecies (Kaninchen). 

I. Die Wirkung von wasserigen Extrakten aus arteigenen 
Erythrooyten und Leukooyten. 

Versuch vom 20. XI. 1911. 

2 Kaninchen, von 2800 und 2600 g Gewicht, werden entblutet. 
Das Blut wird in steriler Natriumcitratlosung aufgefangen, sofort zentri- 
fugiert und zweimal mit steriler physiologischer Kochsalzlosung gewaschen. 
Die ganze Menge der gewaschenen Blutkorperchen (ca. 15 ccm) wird so- 
dann unter Zusatz von etwas sterilem Seesand mit 10 ccm steriler physio¬ 
logischer Kochsalzlosung im Morser 20 Minuten lang zerrieben und ex- 
trahiert. Nachdem der Brei hierauf scharf zentrifugiert worden ist, wird 
die iiberetehende, rot gcfiirbte Fliissigkeit durch ein Papierfilter filtriert 
und in einer Menge von 8 ccm einem normalen Kaninchen intravenos 
eingespritzt. 

Zeitschr. f. Immunilatsfnrschung. Orig. Bd. XIII. 44 
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Das Tier zeigte zwar einiges Unbehagen, vertrug aber die 
Injektion dieses starken Blutkorperchenextraktes gut. 

Versuch vom 20. XI. 1911. 

4 Kaninchen erhalten am 19. XI. 1911 je 10 ccm einer 10-proz. 
sterilen Aleuronataufschwemmung intraperitoneal injiziert. Nach 24 Stunden 
Entnahme der Leukoeyten durch Auswaschen der Bauchhohle mit 1,5-proz. 
Xatriumcitratldsung. Hierauf Auszentrifugieren und zweimaliges Waschen 
der Leukoeyten mit physiologischer Kochsalzlosung. Die vereinigten Boden- 
siitze ergeben eine Menge von ca. 5 ecm dicker Leukocytenautschwemmung. 
Die Leukoeyten werden nun mit feinem Seesand zerrieben und durch Zu- 
satz von 8 ccra steriler physiologischer Kochsalzlosung 20 Minuten lang 
extrahiert, hierauf zentnfugiert. Die iiberstehende, leicht gelbliche Fliissig- 
keit (7 ccm) wird nach Filtration durch ein Papierfilter emem normalen 
Kaninchen injiziert. 

Das Tier vertrug die Injektion des Leukocytenextraktes gut 

Versuch vom 10. III. 1912. 

2 Kaninchen erhalten am 9. III. 1912 je 10 ccm einer 10-proz. sterilen 
Aleuronataufschwemmung intraperitoneal injiziert. Nach 20 Stunden werden 
die Tiere durch Entbluten getotet; das Blut wird in steriler 3-proz. Natrium- 
citratlosung aufgefangen. Hierauf werden die Leukoeyten aus der Bauch¬ 
hohle mit 1,5-proz. Natriumcitratlosung entnommen. Erythrocyten und 
Leukoeyten werden nunmehr scharf abzentrifugiert und zweimal mit physio¬ 
logischer Kochsalzlosung gewaschen. Die gewaschenen und vereinigten 
Erythrocyten und Leukoeyten, welche zusammen ca. 15 ccm Masse bilden. 
werden in einer Kiilteaufschwemmung bei —20° C V 2 Stunde lang gefroren, 
dann rasch bei 4- 40° C aufgetaut, und schlieBlich im Morser iinter Zusatz 
von 10 ccm physiologischer Kochsalzlosung 20 Minuten lang verrieben. 
Der Brei wird scharf zentrifugiert; die gesamte iiberstehende, stark hiimo- 
lytische dunkelrote Fliissigkeit (10 ccm) wird einem normalen Kaninchen 
langsam intravenos eingespritzt. 

Das Tier zeigte voriibergehend leichtes Unbehagen, ver¬ 
trug aber die Injektion dieses starken Erythrocyten- + Leuko¬ 
cytenextraktes gut. 

II. Die Wirkung intravenos injizierter arteigener Erythrocyten- 
und Leukocytentrfimmer. 

Der sich beim vorhergehenden Versuch ergebende Kiickstand zer- 
triimmerter Erythrocyten + Leukoeyten (ca. 15 ccm), welcher eine dicke 
klebrige Masse bildet, wird mit der gleichen Menge physiologischer Koch- 
salzlosung (15 ccm) verdiinnt. Die Verdiinnung (30 ccm) stellt immer 
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noch eine leicht klebrige dunkelrote Masse dar. Von dieser Blutkorper- 
verdiinnung erhalt 1 Kaninchen 5 ccm intravenos. 

Das Tier macht in den folgenden Minuten und Stunden 
einen schwer kranken Eindruck (es legt sich auf den Bauch 
und atmet schwer), erholt sich aber wieder. 

Ein zweites Kaninchen erhalt 10 ccm der obigen ver- 
dfinnten Blutkdrperchenaufschwemmung intravends. Das Tier 
macht nach einigen Minuten einen schwer kranken Eindruck, 
legt sich auf den Bauch, atmet angestrengt; erhebt sich, taumelt, 
versinkt in eine Art Koma und geht schlieBlich nach 20 Mi¬ 
nuten unter Streckkrampfen ein. 

Die sofort vorgenommene Sektion dieses Tieres ergab 
eine starke Hyperamie samtlicher Organe, besonders der 
Bauchorgane, keine Gerinnsel in den GefaBen. (Das Blut in 
den Mesenterialvenen, der Portalvene, den Nieren- und Lungen- 
venen und im Herzen war flfissig.) 

Die hier mitgeteilten neueren Versuche ergaben also eine 
Bestatigung der frdheren Beobachtung, daB es namlich nicht 
gelingt, aus groBen Mengen freier Korperzellen, wie Erythro- 
cyten und Leukocyten, in analoger Weise wie aus Organ- 
geweben durch wasserige Extraktion akut tddliche Gifte zu 
gewinnen. 

Dagegen wirkte die intravendse Injektion der Blut- 
korperchenschatten bzw. zertriimmerten Blutkorperchen und 
zertriimmerten Leukocyten, welche nach der Extraktion zurlick- 
blieben, giftig auf die Versuchstiere. Doch war die Gift- 
wirkung — wie aus den Versuchsprotokollen, und besonders 
aus dem weiter unten mitgeteilten makroskopischen und mikro- 
skopischen Sektionsbefund hervorgeht — eine ganz andere 
als die, welche man nach Injektion der wasserigen Organ- 
extrakte erhalt. 

Nach intravendser Injektion von Organextrakten beob- 
achten wir in der Regel beim Kaninchen ganz akuten Tod 
(innerhalb 1—3 Minuten), offeubar bedingt — wie wir weiter 
unten zeigen werden — durch Thrombosierung lebenswichtiger 
GefaBe, namlich der Arteriae pulmonales). Bei der sofort nach 
dem Tode vorgenommenen Sektion findet man — abgesehen 
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von der aus der mikroskopischen Untersuchung sich er- 
gebenden intravitalen Thrombenbildung in den Lungen- 
arterien — noch im rechten Herzen, in der Portalvene und 
ihren WurzelSsten Gerinnsel, welche aber anscheinend erst 
wahrend des Todes Oder unmittelbar nachher sich bilden, 
w&hrend das ganze flbrige Blut verminderte Gerinnungsfahig- 
keit bis Ungerinnbarkeit zeigt. 

Nach der Injektion von Blutkorperchenschatten erfolgt 
dagegen der Tod beim Kaninchen nach ca. 15—30 Minuten. 
In der Zeit zwischen der Injektion und dem Tode zeigt das 
Versuchstier Zust&nde von Dyspnog und Koma. 

Der Tod erfolgt unter agonalen Krampfen. Bei der Sektion 
findet man nichts von jenem fiir die Organextrakte so charakte- 
ristischen Blut- und GefaBbild. 

Die Organe zeigen zwar, wie dort, allgemein starke Hyper- 
Smie, aber die fflr die Organextraktvergiftung so typischen 
Thromben in den Lungenarterien und Gerinnseln in den groBen 
Unterleibsvenen (V. portae etc.) fehlen. 

Eine genauere Beschreibung des makroskopischen und 
vor allem des mikroskopischen Sektionsbefundes beim Ver- 
giftungstod durch Organextrakte einerseits und durch Zell- 
trflmmer andererseits folgt weiter unten (Abschnitt VI). 

Bei der Injektion von Organemulsionen ist zu 
bedenken, daB gleichzeitigdie Extraktgifte und die giftigen 
Zelltrflmmer, also ganz verschieden wirkende Gifte eingespritzt 
werden. Dazu kommt die M8glichkeit, ja Wahrscheinlichkeit 
von multiplen Embolien durch die Gewebspartikel. Das Ver- 
giftungsbild und der Sektionsbefund muB darum in solchen 
Fallen komplizierter und weniger durchsichtig sein wie nach 
der getrennten Injektion von wasserigen filtrierten Organ- 
extrakten bzw. von extrahierten Organzellriickstanden. 

Angesichts der groBen Differenz, welche sich bei den 
Extrakten aus den lymphatischen Organen wie Milz und Lymph- 
drtisen einerseits und ausfreien Korperzellen, wie BlutkSrperchen 
(Erythrocyten und Leukocyten) andererseits ergab, war es 
von Interesse zu erfahren, wie sich in dieser Beziehung das 
rote Knochenmark junger Tiere, welches gewissermafien eine 
Zwischenstellung einnimmt, verhalt. 
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in. Wirktmg von w&sserigen Extrakten aus rotem 
Knochenmark. 


Tabelle I. 


Menge des extrahierten 
Organs 

Extra¬ 
hiert mit 
physiol. 
>!aCl 

Extrak- 

tions- 

dauer 

Menge des 
injizierten 
filtrierten 
Extrakts 

Injiz. 

Tier 

Wirkung *) 

1,5 g Knochenmark 
(aus 4 Femurknochen 
von Kaninchen) 

5 ccm 

20 Min. 

5 ccm 

Kan. 

0 

3,0 g Knochenmark 
(aus 6 Femurknochen 
von Kaninchen) 

dgl. 

dgl. 

dgl. 

\ 

0 

3,3 g Knochenmark 
(aus 6 Femurknochen 
von Kaninchen) 

V 

1 

” 


11 

0 

9,0 g Knochenmark 
(aus 12 Femur-, Ulna- 
u. Radiusknochen von 
Kaninchen) 

10 ccm 

1 

, 8 ccm 

71 

0 


Das fflr diese Versuche benutzte Koochenmark stammte 
aus Knochen junger Kaninchen. Nach AufmeiBelung der 
Knochen wurde alles rote Kuochenmark herausgenommen. 
Die Gesamtmenge von rotem Knochenmark, die man yon einem 
jungen Kaninchen (Femur-, Ulna- und Radiusknochen) auf 
diese Weise erh&lt, betr&gt ca. 2 ccm Masse = ca. 0,75 g. 

Es wurden 1,5—9,0 g Knochenmark — wie aus Tabelle I 
ersichtlich — extrahiert: Die Extrakte zeigten aber in keinem 
Falle die bekannte Wirkung der Organextrakte. 

Der Einwand, d&fi vielleicht nicht genflgend Knochen¬ 
mark extrahiert wurde, ist kaum berechtigt, da man aus 
geringeren Organmengen, z. B. aus ca. 5 ccm eines Lymph- 
drflsenbreies von etwa derselben Konsistenz wie Knochen¬ 
mark (= ca. 2,5 g Lymphdriisenbrei) die Gifte regelmafiig be- 
kommt. Es bleibt also nur der Schlufi, daB das Knochenmark 
sich ahnlich verhSlt, wie die freien Korperzellen (Erythrocyten 
und Leukocyten). Wie man aus den Blutkorperchenzellen 
keine Gifte von der Wirkung der Organextrakte extrahieren 

1) In diesen und alien folgenden Versuchen wurde der groBeren 
Klarheit wegen nur der Tod der Versuchstiere notiert. Wo das Tier die 
Injektion iiberstand, wurde die Wirkung als 0 bezeichnet. 
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konnte, so auch nicht aus den Zellen des Knochenmarks 
bezw. aus der Knochemnarkmasse als solcher. 

IV. Die Wirkung von wasserigen Organextrakten aus dem 
Qesamtauge and aus seinen einzelnen Teilen (Sclera, Retina 
pins Uvea, Cornea, Linse and Glaskdrper). 

Wenn unsere Vermutung richtig war, daB das giftige 
Agens in den Organextrakten haupts&chlich aus der Gewebs¬ 
lymphe staramt bzw. die Gewebslymphe selbst ist, dann 
durften nicht bloB — wie im vorhergehenden gezeigt wurde 

— freie Kdrperzellen keine solchen Gifte liefern, sondern 
muBte auch zu erwarten sein, daB die Organgewebe am so 
weniger Gifte enthalten, je weniger Gewebslymphe sie besitzen. 
Im Auge und seinen Teilen besitzen wir Organgewebe, welche 
sich sehr verschieden bezflglich ihres Gehaltes an aktiven Ge- 
webszellen und Gewebslymphe verhalten. 

Wir stellten deswegen weitere Extraktionsversuche mit 
dem Auge und seinen Teilen (Sklera, UvealkOrper, Cornea, 
Linse und Glaskdrper) an, und zwar sowohl mit Kaninchen- 
augen wie mit Rinderaugen. 

R. Wissmann (v. Graefes Arch. f. Ophthalm., Bd. 80, Heft 3) 
hat ahnliche Versuche mit Augenextrakten angestellt und kam dabei zu 
Resultaten, welche von den unsrigen — wie wir sehen werden 

— in verschiedenen Punkten abweichen. Er fand, daB man voll- 
stiindig negative Resultate erhalt, wenn man Linse, Glaskdrper, Uveal- 
traktus und Netzhaut getrennt injiziert und schloB daraus, daB der 
einzelne Augenbestandteil nicht imstande sei, die Zellen derart schwer zu 
schiidigen, daB erkennbare Krankheitssymptome hervortreten; „es bedarf 
noch eines zweiten anders gebauten und verschieden wirkenden Zcllgiftes, 
um auf die Tiere krankmachend bzw. todlich zu wirken“. Aus weiteren 
Vereuchen schloB er dann, daB die Triiger der toxisch wirkenden Sub- 
stanz Uvealtraktus und Netzhaut seien, wiihrend Linse und Glaskoq>er sich 
als nicht toxische Substanzen erweisen. Jede der beiden toxischen Sub- 
stanzen (Uvealtraktus und Retina) konnte auch fur sich toxisch wirken, 
,,allerdings nur mit einer der nicht toxischen Substanzen 
(Glaskdrper oder Linse) vereint“. Cornea und Sklera wurden von Wiss- 
mann nicht getrennt untersucht. 

a) Versuche mit Extrakten aus frischen 
Kaninchenaugen. 

Ueber die Technik ist nur zu sagen, daB fflr diese Ver¬ 
suche die Augen friscli getdteter bzw. gestorbener Kaninchen 


Go^ 'gle 


Original from 

UNIVERSITY OF CALIFORNIA 



Weitere Studien uber die wiisserigen Organextraktgifte. 675 


enukleiert wurden; hierauf wnrden die einzelnen Teile des 
Auges (Cornea, Sklera, Uvea plus Retina, Linse, Glaskorper) 
getrennt und — wie in der Tabelle II n&her angegeben — 
extrahiert. 


Tabelle II. 


6 

55 

Extrakt aus 

Extrahiert 
mit phys. 
NaCl 

Extrak¬ 
tion s- 
dauer 

Inji- 

zierte 

Menge 

Inji- 

ziertes 

Tier 

Wirkung 

i 

8 Kan.-Corneae 

6,5 ccm 

20 Min. 

6 ccm 

Kan. 

0 

2 

8 Kan.-Sclerae 

dgl. 

dgl. 

dgl. 

77 

0 

3 

8 Kan.-Uveae + Retinae 



yy 

yy 

0 

4 

8 Kan.-Linsen 


yy 

yy 

yy 

0 

5 

10 Kan.-Corneae 



yy 

yy 

0 

6 

10 Kan.-Sclerae 

yy 

yy 

yy 

yy 

0 

7 

10 Kan.-Uveae -f Retinae 

yy 

yy 

yy 

yy 

t 3' 

8 

10 Kan.-Linsen 


yy 

yy 

yy 

0 

9 

12 Kan.-Corneae 

yy 

yy 

yy 


t 3' 

10 

12 Kan.-Sclerae 

yy 

yy 

yy 

yy 

t 3' 

11 

12 Kan.-Uveae + Retinae 

yy 

yy 

yy 

yy 

t 4' 

12 

12 Kan.-Linsen 

yy 

yy 

yy 

yy 

0 

13 

12 Kan.-Glaskorper 

77 

79 


77 

|0 


Die Tabelle II zeigt, daB 8 und 10 Kaninchen-Corneae, 
-Uveae plus Retinae, -Sclerae und -Linsen keine akut tddliche 
Extraktgiftdosis liefern; dagegen 10 Uveae plus Retinae. 
Extrahiert man 12 Kaninchen-Corneae oder -Sclerae, so er- 
hS.lt man ebenfalls eine akut tddliche Dosis; nicht aber durch 
Extraktion von 12 Kaninchen-Linsen und -Glaskdrpern. 

Diese Versuche deuten also — wenn man die quantita- 
tiven Verhfiltnisse der einzelnen extrahierten Teile bedenkt 
— darauf hin, daB Uveae plus Retinae relativ am meisten 
Giftstoffe enthalten. Dann kommen Sklera und Cornea und 
schlieBlich Linsen und Glaskdrper, bei denen fiberhaupt keine 
tddlichen Giftdosen erhalten werden konnten. 


b) Versuche mit Extrakten aus frischen 
Rinderaugen. 

Urn diese Verhaitnisse noch besser an einem leichter zu 
beschaffenden Material studieren zu kfinnen, wurden friscb 
vom Schlachthof geholte Rinderaugen zu den folgenden Ver- 
suchen verwendet (Tabelle III und IV). 
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Tabelle III. 


Extrakt aus 

Extrahiert 
mit phys. 
NaCl 

Extrak- 

tions- 

dauer 

Inji- 

zierte 

Menge 

Inji- 

ziertes 

Tier 

Wirkung 

1 1 Cornea + 1 Solera + 1 

Urvealkorper 

2 4 Uveae + 4 Retinae 

8 ccm 

15 Min. 

8 ccm 

Kan. 

t 2' 

dgl. 

dgl. 

dgi. 

yy 

yy 

v 2' 

3 3 Uveae 4- 3 Retinae 

„ 

V 

yy 

t 4' 

4 5 Corneae 

1 

I ■» 

»» 

yy 

yy 

0 (knmk) 
T 2' 

5 7 Corneae 

1 V 

yt 

yy 

yy 

6 5 Sclerae 

V 

yy 

yy 

M 

0 (krank) 

t 2‘ 

7 1 6 Sclerae 

yy 


V 

yy 

8j 6 Linsen 

V 

: y 


'0 

9 12 Linsen 

)« 


yy 

yy 

0 

10 5 Glaskorper 

't 

! *> 

1 

yy 

0 

1110 Glaskorper 

It 

1 

i M J 

! 

yy 

0 


c) Versuche mit Kammerwasser aus Rinderaugen. 

Tabelle IV. 


No. 

Injizierte Menge 
Kammerwasser 

Injiziertes 

Tier 

Wirkung 

i 

3,7 ccm 

Kan. 

0 

2 

7 „ 

yy 

0 

3 1 

10 „ 

yy 

0 


Die Versuche mit Rinderaugen fiihrten im wesentlichen 
zu demselben Ergebnis wie die mit Kaninchenaugen. W&hrend 
man schon aus 3 Uveae plus Retinae eine akut todliche Gift- 
dosis extrahieren kann, gelingt dasselbe erst aus 7 Corneae 
nnd 6 Sklerae. Andererseits kann man bis zu 10 Glaskdrper 
und 12 Linsen (eventuell mehr, wie die sp&teren Versuche 
zeigen) extrahieren, ohne eine geniigende Giftdosis zu ge- 
winnen. Mit anderen Worten: auch diese Versuche mit Rinder¬ 
augen weisen darauf hin, dafi Uvea und Retina am meisten 
extrahierbare Giftstoffe, Sklera und Cornea dagegen betr&cht- 
lich weniger und Linsen und Glaskbrper vielleicht gar keine, 
jedenfalls aber nur minimale Mengen enthalten. 

Hbchst bemerkenswert sind auch die Versuche mit Kammer¬ 
wasser, deren Ergebnisse in Tabelle IV zusammengestellt sind. 
Selbst Mengen von 10 ccm erwiesen sich bei intravendser In- 
jektion ungiftig. Wir werden sp&ter die Bedeutung dieses 
Befundes im Zusammenhang mit den anderen Ergebnissen 
diskutieren. 
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d) Versuche mit Extrakten aus getrockneten 

Organen. 

Nacbdem die bisherigen Versuche mit Extrakten aus 
frischen Augen gezeigt hatten, daB der Gehalt der einzelnen 
Teile des Auges an den Extraktgiftstoffen sehr verschieden 
ist und in starkem Kontrast zur extrahierten Gewebsmasse 
steht, gait es, mSglichst genau quantitativ festzustellen, wieviel 
Gewebssubstanz bei den einzelnen Teilen des Auges eine akut 
todliche Giftdosis lieferte. Da der Wassergehalt der einzelnen 
Gewebe des Auges sehr variiert, mufite mit der Trockensub- 
stanz der einzelnen Teile (Cornea, Sclera, Retina, Uvealkorper, 
Linse, GlaskOrper) gearbeitet werden. 

Die Herstellung der Trockensubstanz geschah in der 
Weise, daB die einzelnen Teile des Auges, z. B. eine Anzahl 
von Corneae, mdglichst zerkleinert und hierauf im Vakuum 
bis zur Pulvertrockenheit getrocknet wurden. Dies dauerte 
ca. 3—4 Tage. Natflrlich muB man dabei moglichst unter 
aseptischen Kautelen arbeiten, um wShrend des Trocknens 
bakterielle Zersetzungen zu verhflten. Die getrockneten Massen 
wurden dann gepulvert und in abgewogenen Mengen mit 
physiologischer Kochsalzlbsung stets gleich lange extrahiert, 
hierauf durch Papierfilter filtriert und injiziert. 

Die Herstellung von Glaskbrper-Trockensubstanz stieB 
technisch auf Schwierigkeiten, da bei dem hohen Wassergehalt 
des Glaskbrpers die Trocknung zu lange Zeit in Anspruch 
nimmt und w&hrend dieser Zeit FSulnis und Zersetzungen 
sich einzustellen pflegen. Wir mufiten deshalb auf das 
Arbeiten mit Glaskbrper-Trockensubstanz verzichten. 

Die Extraktgifte erleiden durch die Trocknung eine be- 
tr&chtliche Abnahme an Wirksamkeit, wie aus der Tabelle V 


Tabelle V. 


Extrakt aus 

Extrahiert 
mit phys. 
Nad 

Extra k- 
tions- 
daiier ' 

i 

Inji- 

zierte 

Menge 

1 Inji- 
ziertes 
Tier 

Wirkung 

1,8 g Kan.-Niere(= 1 Kan.- 
Niere) 

6 ccm 

20 Min. 

4 ccm 

Kan. 

Tier krank. 
erholt sich 

2,3 g Kan.-Herz (= 2 Kan.- 
Herzen) 

dgl. 

dgl. 

dgi. 

” i 

t 2' 

1,5 g Kan.-Gehirn ( =1 
Kan.-Gehirn) 


v 



Tier krank, 
erholt sich 
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hervorgeht: W&hrend ein Extrakt aus 1 Kaninchenhirn oder 
1 Kaninchenniere prompt tbtet (wie in den frflheren Versuchen 
gezeigt wurde), ist dies bei dem Extrakt aus der Trocken- 
substanz von Him und Niere nicht mehr der Fall. 

Da die Trocknung der verschiedenen Teile des Auges 
unter denselben Bedingungen und gleich lange erfolgte, so 
ist anzunehmen, daB diese Abschw&chung des giftigen Agens 
iiberall eine gleichmaBige war, und darum bei den in Tabelle VI 
zusammengestellten vergleichenden Untersuchungen nicht ge- 
stort hat. 


Tabelle VI. 


6 

Extrakt 

aus 


Extrahiert rait 
phys. Koch- 
B&lzlosung 

Ex- 

traktions- 

dauer 

Inji- 

zierte 

Menge 

Inji- 

ziertes 

Tier 

Wirkung 

1 Cornea 

0,6 

g 

10 ccm 

20 Min. 

6 ccm 

Kan. 

0 

2 

yy 

2,75 

jy 

dgi. 

dgl. 

dgi 


0 

3 

yj 

3,5 

yy 

>> 

yy 

yy 

yy 

t 3' 

4iUvea + Retina 0,6 

n 

yy 

ty 

yy 

yy 

0 

5 

yy H" Ji 

2,7 

yy 

yy 

yy 

yy 

yy 

0 

6 

+ „ 

3,0 


yy 


yy 


t 2' 

7 

Sclera 

0,6 


yy 

j yy 

yy 


0 

8 


1,0 

yy 

! »•> 

yy 

yy 

yy 

0 

9 


3,5 

yy 

yy 

yy 

yy 

yy 

T 2' 

10 

Linsen 

0.6 

yj 

20 ccra 

i yy 

10 ccm 


0 

11 

>> 

20 

yy 

50 „ 

1 

i ” 

dgl. 

yy 

0 

12 


21 

yy 

50 „ 

! yy 

yy 

yy 

0 


Zur Technik der Versuche ist zu bemerken, daB die ge- 
trocknete Linsen- und Glaskdrpersubstanz sehr gierig das 
zur Extraktion zugesetzte Wasser (physiologische Kochsalz- 
losung) unter starker Quellung ansaugt. 

Man muB daher, um genugende Mengen Extrakt zu be- 
kommen, betr&chtlich groBere Mengen von Extraktionsfliissig- 
keit zusetzen als bei den anderen Teilen des Auges. Durch 
Kolieren bzw. Auspressen des Linsen- und GlaskSrperbreies 
durch ein Koliertuch erhalt man den Linsen- bzw. Glaskbrper- 
extrakt. Die unter der Rubrik „Injizierte Menge“ aufgefuhrten 
Zahlen bedeuten stets die Maxima der auf diese Weise aus 
den einzelnen Substanzen erh&ltlichen Extrakte. 

Betrachtet man Tabelle VI, so ergibt sich, daB bei der 
Uvea und Retina die Menge Trockensubstanz, aus der sich 
gerade noch eine akut tbdliche Giftdosis extrahieren lSBt, bei 
ca. 3,0 g liegt, bei der Cornea und der Sclera bei ca. 3,5 g, 
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wahrend es aus der ca. 7-fachen MeDge Linsen (21 g = 25 
Linsen) nicht gelang, eine ebenso wirksame Giftdosis zu ex- 
trahieren. Das Ergebnis der Versuche mit Trockensubstanzen 
steht also im Einklang mit dem Ergebnis der frtiheren Ver¬ 
suche mit Extrakten aus den frischen Organen: Retina und 
Uvealkorper enthalten am meisten extrahierbare Giftstoffe, 
Sclera und Cornea weniger und Linse gar keine oder nur 
minimale Mengen. 

Diese Versuche mit Trockensubstanzen zeigen auch wieder, 
eine wie starke Abschw&chung diese Organgifte durch die 
Trocknung erleiden. Wahrend man schon aus ca. 7 frischen 
Rindercorneae eine akut todliche Giftdosis extrahieren kann, 
gelingt dies erst aus ca. 3,5 g Cornea-Trockensubstanz (= ca. 
25 Rindercornea). Und ganz analog liegen die Verhfiltnisse 
beim Uvealkorper und bei der Sclera. 

Ueberblickt man die bisherigen Befunde, so gewinnt man 
entschieden den Eindruck, dad der Gehalt der verschiedenen 
Organgewebe an den mit Wasser extrahierbaren Giften mit dem 
Gehalt an aktiven Organzellen und (was damit unzertrennlich 
verbunden ist) dem Gehalt an Gewebslymphe parallel geht. 
Besonders deutlich tritt dies am Auge und seinen Teilen in 
die Erscheinung. Derjenige Teil des Auges, welcher am 
reichsten an Zellen von groBter Aktivitat (und darum auch 
am lymphereichsten) ist, die Uvea und Retina, enthalt am 
meisten Organextraktgifte. Betrachtlich weniger enthalt die 
zellarme und weniger gut mit Blut und Lymphe versorgte 
Sklera, und ebenso die zellarme Cornea, welche normaliter 
keine BlutgefaBe, dagegen Lymphbahnen und Lymphe besitzt. 
Am allerwenigsten extrahierbare Gifte (wenn tiberhaupt) ent- 
hielten die Linse und Glaskbrper, welche als fast zelllose 
Organe (Linse) ihren minimalen Lymphgehalt von der Uvea 
her beziehen. Ebenso wenig giftig erwies sich das Kammer- 
wasser, welches bekanntlich keineswegs einfach als Lymphe, 
sondern als ein auBerordentlich wenig EiweiB enthaltendes 
wasseriges Sekretionsprodukt aus den die Oberflache des 
Ciliarkorpers flberziehenden Zellenlagen der Netzhaut anzu- 
sehen ist. Mit anderen Worten: Die Organgewebe 
scheinen einen um so grbfieren Gehalt an ex¬ 
trahierbaren Giften zu besitzen, je reger der 
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Stoffwechsel ihrer Zellen und je grofier ihr Ge- 
halt an Lymphe ist. 

Da in friiheren Arbeiten (Dold) gezeigt werden konnte, 
daB es zur Gewinnung dieser Gifte nicht notwendig ist, die 
Zellen der Organe zu zertrtlmmern, ferner daB sich Gifte von 
derselben Wirksamkeit aus freien Kbrperzellen (Erythrocyten, 
Leukocyten), selbst wenn man groBe Massen derselben ex- 
trahiert, nicht gewinnen lassen, so scheint alles darauf hin- 
zudeuten, daB diese giftigen Organextrakte in der Hauptsache 
aus der Gewebslymphe stammen. 

Die Differenz zwischen unseren Ergebnissen und denen 
von W i s s m a n n beruht wohl darauf, daB W i s s m a n n die 
quantitativen Verh&ltnisse nicht genflgend berflcksichtigte. Da 
die einzelnen Teile des Auges einen verschieden groBen 
Gehalt an extrahierbaren Giften besitzen, so mfissen, um 
toxische Extraktdosen zu erhalten, von den einzelnen Augenteilen 
verschieden groBe Gewebsmassen extrahiert werden. 

V. Das Verhalten der Versuohstiere bei wiederholter 
Injektion von Organextrakten. 

Schon frtiher versuchte der eine von uns (Dold) die 
Versuchstiere gegen ihre eigenen Organextrakte zu immu- 
nisieren. Diese Versuche schlugen, wie schon in der fruheren 
Arbeit 1 ) mitgeteilt ist, fehl. Dieses Ergebnis war deswegen 
etwas auffallig, weil wir vor Beginn der Immunisierungs- 
versuche gelegentlich die Beobachtung machten, daB Tiere, 
welche kurz vorher eine untertodliche Giftdosis bekommen 
hatten, nachher eine sonst tbdliche Dosis vertrugen. Die 
gleichen Beobachtungen machten Bianchi 2 ), ferner Champy 
und Gley 3 ), welche fiir diesen Zustand scheinbar rasch auf- 
tretender Immunitat den Namen „Tachyphylaxie“ und Lam¬ 
bert, Ancel und Bouin 4 ), welche hierfur die Bezeichnung 
„Skeptophylaxie u vorschlugen. 

1) Dold, Deutsche med. Wochenschr., 1911, No. 36. 

2) Cesa Bianchi, Pathologica, T. 3, 15. April, 15. Mai, 1. Juni, 
15. Juli. 

3) Chr. Champy et E. Gley, C. r. Soc. Biol., T. 70, 22. Juli 1911, 
p. 159. 

4) Lambert, Ancel et Bouin. EbeDda, T. 71, 28. Oktober 1911. 
p. 350. 
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Diesen Zustand verminderter Empfindlichkeit nach In- 
jektion untertodlicher Giftdosen veranschaulicht deutlich der 
folgende Versuch: 

1 Kaninchen erhalt den Extrakt aus '/« Kaninchenlunge. Es iiber- 
steht die Injektion. Nach */» Stunde erhalt es den Extrakt aus einer 
halben Kaninchenlunge (der sonst die Tiere regelmiiSig akut totet). Das 
Tier vertragt diese Injektion gut. 

Diese Art von Immunit&t ist aber nicht so stark, daB 
ein Vielfaches der toxischen Dosis vertragen wfirde, wie 
der folgende Versuch zeigt: 

1 Kaninchen erhalt den Extrakt aus '/, Kaninchenherz intravenos. 
Es iiberlebt die Injektion. Nach V« Stunde erhalt es den Extrakt aus 
einer ganzen Kaninchenlunge intravends. Das Tier stirbt unter den ge- 
wohnlichen Erscheinungen in 2 Minuten. 

Der Zustand erhfihter Resistenz ist aber nur von kurzer 
Dauer. Schon nach 24 Stunden ist er in den moisten Fallen 
wieder verschwunden, wahrend in einigen anderen Fallen noch 
eine gewisse Resistenzerhfihung besteht, wie die folgenden 
Versuche zeigen: 

1 Kaninchen erhiilt den Extrakt aus 4 Rindercorneae intravenos in- 
jiziert. Es iiberlebt die Injektion. Nach 24 Stunden erhalt es den Extrakt 
aus 5 Uvealkorpern intravenos. Exitus nach 1 Minute. 

1 Kaninchen erhalt den Extrakt aus 4 Rindersklerae. Es iiberlebt 
die Injektion. Nach 24 Stunden erhalt es den Extrakt aus 6 Rinder- 
sclerae intravenos. Exitus nach 2 Minuten. 

1 Kaninchen erhalt den Extrakt aus 2 Uvealkorpern vom Rind intra¬ 
vends. Es iiberlebt die Injektion. Nach 24 Stunden erhalt es den Extrakt 
aus einer Kaninchenlunge intravenos. Das Tier iiberlebt diese sonst tdd- 
liche Injektion. 

Auch Ancel, Bouiu und Lambert 1 ) machten diese 
Beobachtung, daB oft schon nach 24 Stunden die unmittelbar 
nach der Injektion untertodlicher Dosen auftretende Resistenz- 
erhdhung wieder verschwunden ist. 

Damit erklart sich auch das Fehlschlagen der Immuni- 
sierungsversuche, fiber die in einer frfiheren Arbeit von 
Dold berichtet wurde. 


1) Ancel, Bou in et Lambert, C. r. Soc. Biol., T. 71. 
11. November 1911, p. 415. 
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VL Der makroskopisohe and mikroskopisohe Sektionsbeftmd 
beim Vergiftungstod darch intravenSse Injektion von Organ- 
extrakten und von Zelltriunmern. 

a) Organextrakte. 

Wenn man einem Kaninchen eine letale Dosis irgend- 
eines wasserigen Organextraktes intravenos einspritzt, so 
fSngt das Tier in der Regel nach V*—1 Minute an zu taumeln 
bzw. umzusinken, es stellen sich meist einige tonisch-klonische 
Krfimpfe ein, das Tier macht Sprflnge und geht dann unter 
den Erscheinungen von Lufthunger nach einigen tiefen In- 
spirationen ein. wobei es zu Opisthotonus, Exophthalmic, 
Harn- und Faecesabgang, Verlust der Reilexe, Respirations- 
stillstand und schliefilich zum Herzstillstand kommt. Alles 
dies spielt sich innerhalb 1—3 Minuten ab. 

Makroskopischer Befund: 

Die sofort vorgenommene Sektion des Tieres ergibt 
folgendes Bild: Die Bauchorgane zeigen starke Gef&Binjektion. 
Die Lungen ziehen sich nach Oeffnen des Thorax zurttck; 
es besteht keine Lungenblahung Oder -starre. Die Farbe 
der Lunge zeigt keine Besonderheit; gelegentlich finden sich 
Petechien. In der Regel schlOgt das Herz, besonders der 
rechte Vorhof, noch. 

Im rechten Herzen finden sich fast regelmSBig Gerinnsel, 
ebenso in der V. cava inferior, besonders aber auch in der 
V. cava und ihren Wurzelasten, den Mesenterialvenen etc. 
Vom rechten Herzen lassen sich die Gerinnsel in die Lungen- 
arterien bis tief in die kleinsten Lungenarterienaste hinein 
verfolgen. 

Alles Oblige Blut ist ungeronnen und zeigt 
eine auffallende Abnahme der GerinnungsfShig* 
keit; es kann mitunter tagelang ungeronnen 
bleiben. 

Sonstige Veranderungen lassen sich makroskopisch 
an den Organen nicht feststellen. 

Mikroskopischer Befund: 

In zahlreichen Fallen wurden von den Organen (Lunge, 
Herz, Leber, Niere) der eingegangenen Kaninchen zum Zwecke 
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einer genaueren histologischen Untersuchung Schnitte an- 
gefertigt. Die Organe wurden meist in Formalin gehSrtet, 
mit dem Gefriermikrotom geschnitten und mit Hamatoxylin- 
Eosin bzw. mit Sudan gef&rbt. Daneben wurden auch 
Paraffinschnitte angefertigt und in derselben Weise mit Ha- 
matoxylin-Eosin gefarbt. 

Lunge: Die zahlreichen Lungenschnitte zeigen mit RegelmiiBigkeit 
auBer einer betrachtlichen Hyperamie Thrornbosierung der groBen und 
mittelgroBen Lungenartenen, und zwar handelt es sich dabei um echte 
intra vitam entstandene Thromben, wie aus dem Bau und der 
Schichtung der Gerinnsel ersichtlich ist. 

Herz: Die Schnitte, welche durch die Atrioventrikulargrenze gelegt 
wurden, zeigten keine Thrombose der Coronararterien und keine fettige 
Degeneration. Es bestand nur eine starke Hyperiimie. 

Gehirn: Das Gehirn (Cerebnim und Cerebellum) bot nur das Bild 
starker Hyperamie; keine Thrombosen. 

Leber: Die Leber bietet in den Schnitten das Bild einer starken 
Hyperiimie. 

Fettige Degenerationen bestehen nicht. In den Aesten der Pfortader 
finden sich Gerinnsel, welche sich aber nach ihrem Bau als post mortem 
entstandene Gerinnsel dokumentieren. 

Niere: In den Schnitten der Xiere tritt ebenfalls die Hyperiimie deut- 
lich hervor. 

Die Epithelien der Harnkaniilchen, besonders die der Tubuli contorti. 
zeigen das Bild der triiben Schwellung. Dagegen besteht keine fettige 
Degeneration. 


Aus dem makroskopischen und mikroskopi- 
schen Sektionsbefund geht hervor, daB der Tod 
derTiere nach intravenoser In jektion von wfisse- 
rigen Organextrakten durch Thrornbosierung der 
Lungenarterien erfolgt. Die Gerin nselbildung 
in den groBen Venen erfolgt sekundar und post 
oder intra mortem. 

Die Giftwirkung der wasserigen Organextrakte ist dem- 
nach von der des Anaphylatoxins ganz verschieden, und wir 
halten es deswegen nicht fur berechtigt, die Organextraktgifte 
mit dem Anaphylatoxin bzw. dem anaphylaktischen Gifte zu 
identifizieren (Aronson, Bauer). 
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b) Zelltrfimmer. 

Injiziert man einem Kanincben eine genflgende Dosis von 
Zelltriimmern (Blutkorperchenschatten, Leukocytentriimmer) 
intravenos, so resultieren nicht die akuten Erscheinungen, die 
wir bei den Organextrakten kennen gelernt haben. Das Ver- 
suchstier geht vielmehr erst innerhalb von ca. 15—30 Minuten 
zugrunde und zeigt dabei Erscheinungen, welche von denen 
nach Injektion von Organextrakten sehr verschieden sind. 
Unmittelbar nach der Injektion zeigt das Tier nur eine be- 
schleunigte und erschwerte Atmung; es legt sich kraftlos auf 
den Bauch, wird soporbs, sucht sich immer wieder aufzuraffen, 
versinkt aber immer wieder in diesen komatosen Zustand. 
Mitunter versucht es in einer plbtzlichen Erregung zu gehen, 
taumelt und sinkt wieder kraftlos zusammen. Dieser Zustand 
dauert 15—30 Minuten. Gegen das Ende zeigt das Tier noch 
kurze agonale Streckkr&mpfe. 

Makroskopischer Befund: 

Die sofort vorgenommene Sektion ergibt ein ganz anderes 
Bild als das, welches man nach Injektion von Organextrakten 
zu sehen gewohnt ist. 

Zwar findet sich ebenfalls eine allgemeine starke HyperSmie, 
besonders der Bauchorgane. Aber es linden sich keine Ge- 
rinnsel, weder im Herzen, noch in den grofien Venen (V. 
cava inferior und V. cava), noch in den Pulmonalarterien. 
Ueberhaupt l&Bt sich pathologisch-anatomisch eine genflgende 
Erklarung fflr den Tod des Tieres nicht linden. 

Mikroskopischer Befund: 

Auch hier wurden Gefrier- und Paraffin schnitte von den 
einzelnen Organen (Lunge, Leber, Herz, Niere) zum Zwecke 
einer genaueren histologischen Untersuchung angefertigt. 

Lunge: In den Lungen fand sich aufier einer starken allgeraeinen 
Hyperiimie nichts Bcsonderes. Vor allem waren keine intravital entstan- 
den en Thromben nachzuweisen. 

Gehirn (Cerebrum und Cerebellum): Das Gehirn bot das Bild der 
Hyperiimie; Thrombosen fanden sich nicht. 

Herz: Die Schnitte wurden durch die Atrioventriculargrenze gelegt; 
es bestand nur Hyperiimie, keine fettige Degeneration und keine Thrombose. 
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Leber: Die starke Hyperamie trat auch in den Leberschnitten deut- 
lich hervor. Sonstige bemerkenswerte Veranderungen waren aber nicht 
vorhanden. Es fand sich in einigen Fallen eine gennggradige fettige De¬ 
generation, beeonders in der Peripherie der Lobuli; aber diese fettige De¬ 
generation ist wohl auf die Anwesenheit von Coccidien, welche sich in 
diesen Lebern fanden, zuriickzufUhren, da eine solche fettige Degeneration 
in anderen Fallen, wo die Leber parasitenfrei war, vermiSt wurde. Die Ge- 
fafie der Leber zeigten keine Thrombosen, wohl aber fanden sich hie 
und da im Lumen der GefiiSe kleine homogene Massen (wahrscheinlich 
Reste der injizierten Zelltrummer), umgeben und eingehiillt von Erythrocyten 
und Leukocyten. 

Niere: In den Nieren findet sich eben falls eine starke Hyperamie. 
Die Epithelzellen, beeonders der Tubuli contorti, zeigen eine triibe 
Schwellung (beginnende Entzundung). An den Glomeruli ist nichts 
Beeonderes zu bemerken. 

Fettige Degenerationen sind nicht nachzuweisen. 

Fflr den Tod der Yersnchstiere nach intravenOser In- 
jektion von Zelltrflmmern bietet demnach weder der makro- 
skopische noch der mikroskopische Sektionsbefund eine hin- 
reichende Erkl&rung. Das Vergiftungsbild ist, so wohl klinisch 
wie pathologisch-anatomiscb, ein ganz anderes als das, welches 
man nach der intravenOsen Injektion von Organextrakten be- 
obachtet. 

VIL Versuohe fiber den THnflnfl von Hirudin auf die 
Wirksamkeit der w&aserigen Organertrakte. 

Da die deletfire Wirkung der wfisserigen Organextrakte 
auf ihrer gerinnungserregenden Wirkung beruht, lag es nahe, 
zu versuchen, ob durch Zusatz von Hirudin die Wirkung der 
Organextrakte aufgehoben wird, wie dies beim Thrombocym 
z. B. der Fall ist. Wir benutzten fflr diese Versuche das 
Hirudin Jacoby. 

Wir verwendeten eine L6sung von 0,01 g Hirudin in 
2 ccm Kochsalzlflsung. 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, dafi zu den 
nach der flblichen Methode gewonnenen tfldlichen, zur In¬ 
jektion fertigen Organextraktmengen 10—15 Tropfen obiger 
Ldsung von Hirudin zugesetzt wurde. Nachdem das Hirudin 
2—15 Minuten lang eingewirkt hatte, wurde das Ganze (Organ- 
extrakt und Hirudin) injiziert. Das Ergebnis dieser Versuche 
ist in der folgenden Tabelle VII zusammengefaBt. 

ZeiUchr. f. ImmuaitfUfonchung. Orig. Bd. XI II. 45 
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Tabelle VII. 


| Extra- 

Kxtrakt „ 

NaCI 

Ex- 

trak- 

tions- 

dauer 

Menge des 
zugesetzten 
Hirudins 

Einwir- I 
kungsdauer Injiz. 
aes Menge 

Hirudin | 

Inj. 

Tier 

Wir¬ 

kung 

'/» Ka.-Lunge! 8 com 

20' 



8 ccm 

Kan. 

■f 2' 
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Bekanntlich wird durch Hirudin die gerinnungserregende 
Wirkung des Thrombozyms neutralisiert. 

Die obigen Versuche mit Hirudin zeigen, daB es nicht 
gelingt, durch Zusatz von Hirudin zu den Organextrakten 
deren delet&re Wirkung, welche wohl ebenfalls auf der Bildung 
von Gerinnungen in lebenswichtigen GeffiBen beruht, auf- 
zuheben. Man muB daraus wohl schlieBen, daB das wirksame 
Agens in den Organextrakten nicht mit dem Thrombozym 
identifiziert werden kann 1 ), wie Blaizot 2 ) meint. 

Zusammenfassung. 

Die vorliegende Arbeit enth&lt weitere Versuche fiber die 
wasserigen Organextrakte. Die Ergebnisse dieser Versuche 
lassen sich folgendermaBen zusammenfassen: 

1) In Bestatigung frflherer Versuche (Dold) konnte noch- 
mals festgestellt werden, daB sich selbst aus groBen Mengen 
freier Korperzellen (Erythrocyten und Leukocyten) durch die- 
selben Methoden keine Stoffe von der Wirkung der Organ¬ 
extrakte gewinnen lassen. 

2) Dasselbe gilt auch vom roten Knochenmark junger 
Kaninchen. 

3) Dagegen wirken die Trilmmer der arteigenen Erythro¬ 
cyten und Leukocyten bei intravenoser Injektion giftig. 

Diese Giftwirkung unterscheidet sich aber von der der 
Organextrakte sowohl durch den Verlauf der Vergiftung als 
auch durch den Sektionsbefund. 


1) Zu ahnliehen Ergebnissen sind Bianchi und Glev (C. R. Soc. 
Biol., T. 72, 1912, No. 1) gekommen. 

2) C. R. Soc. Biol., T. 71, 2. Dez. 1911, p. 534. 
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4) Aus vergleichenden Untersuchungen mit Extrakten aus 
verschiedenen Teilen des Auges ergab sicb, daB diese Teile be- 
zQglich ihres Gehalts an extrahierbaren Giften sehr differieren: 
Am meisten Gift enthielten Retina und Uvea, dann komraen 
Skier a und Cornea. Aus Linse und Glaskorper konnten 
fiberhaupt keine todlichen Gifte extrabiert werden. Aueh das 
Kammerwasser zeigte — selbst in groBen Mengen eingespritzt 
— keine Giftwirkung. 

5) Da in einer fruheren Arbeit (D o 1 d) gezeigt werden 
konnte, daB es zur Gewinnung der Organextraktgifte nicht 
notwendig ist, die Zellen der Organe zu zertriimmern, und 
ferner, daB sich Gifte von derselben Wirksamkeit aus freien 
Kbrperzellen(Erythrocyten, Leukocyten) nicht gewinnen lassen, 
so bleibt wohl nur die Annahme, daB diese giftigen Organ- 
extrakte in der Hauptsache aus der Gewebslymphe stammen. 

6) In Bestatigung friiherer Versuche von Dold, Bianchi, 
Champy und Gley, Lambert, Ancel und Bouin wird 
festgestellt, daB nach Injektion untertodlicher Giftdosen zwar 
sofort eine erhohte Resistenz gegen die Extraktgifte eintritt, 
daB dieselbe aber schon nach 24—48 Stunden wieder ver- 
schwindet, so daB eine Immunisierung der Versuchstiere gegen 
die Organextraktgifte nicht mdglich ist. 

7) Die Giftwirkung der wfisserigen Organextrakte beruht 
auf ihrer gerinnungserregenden Wirkung. Bei Tieren, welche 
an der Organextraktvergiftnng eingegangen sind, linden sich 
Gerinnsel in der Portalvene und ihren Wurzelfisten, im rechten 
Herzen und in den Lungenarterien, das iibrige Blut ist un- 
geronnen und bleibt, sich selbst Oberlassen, tagelang un- 
geronnen. 

Die eigentliche Todesursache ist eine Throm- 
bosierung der Lungenarterien. Durch die histo- 
logische Untersuchung konnte festgestellt werden, daB diese 
Thrombenbildung in den Lungenarterien intravital erfolgt, 
w&hrend die Gerinnsel in der Portalvene usw. postmortal, 
aber offenbar sehr rasch nach dem Tode (vielleicht noch 
w&hrend des Sterbens) sich bilden. 

8) Die Giftwirkung intravenos injizierter Zelltrflmmer 
(Erythrocyten, Leukocyten) ist von der w&sseriger Organextrakte 
verschieden. Die Tiere gehen langsamer, unter anderen 
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Erscheinungen und mit anderem pathologisch-anotomischem 
Befunde zugrunde. 

9) Durch Zusatz von Hirudin zu den wasserigen Organ- 
extrakten wird deren giftige Wirkung nicbt aufgehoben. Die 
Annahme, dad die Giftwirkong der Organextrakte nur auf ihrem 
Gehalt an Thrombozym beruhte, ist demnach nicht berechtigt. 

10) Aus dem unter 7) Gesagten geht hervor, daB die 
Giftwirkung der w&sserigen Organextrakte von der des Ana- 
pbylatoxins verschieden ist und daB es darum nicht an- 
g&ngig ist, die Organextraktgifte mit dem Anaphylatoxin zu 
identifizieren. 


Nachdruck verboUn . 

[Aus der Koniglichen dermatologischen Klinik zu Breslau (Direktor: 
Geheimrat Prof. Dr. Neisser, zurzeit stellvertretender Direktor: 

Prof. Dr. C. Bruck).] 

Veber die Brauchbarkeit der Bariamsulfatbehandlung yon 
Leichenseren zwecks serodiagnostischer Untersuehung. 

Von Margarete Stem. 

(Eingegangen bei der Bedaktion am 17. April 1912.) 

Nach der ersten Publikation von Fr&nkel und Much 1 ) 
konnte man zu der Annahme berechtigt sein, daB die Erfolge der 
Wassermannschen Reaktion sich auch auf die patho- 
logische Anatomie ausdehnen wtirden. Spatere Nach* 
priifungen einer groBen Anzahl von Autoren [Bruck 2 ), Selig- 
mann und Blume 3 ), Schlimpert 4 ), Luksch 5 ), Sim- 
raonds 6 ), Lubarsch 7 ), Lohlein 8 ), V e s p r 6 m i 9 ), Kref- 

1) Miinch. med. Wochenschr., 1908, No. 48. 

2) Serodiagn.d. Syph., Berlin, Springer, 1909. Folia serolog., Bd. 2,1910. 

3) Berl. klin. Wochenschr., 1909, No. 24 

4) Gesellsch. f. Nat.- u. Heilk. Dresden, 20. HI. 1909. Ref. Munch, 
med. Wochenschr., 1909. 

5) Verhandl. d. Dtsch. Pathol. Gesellsch., 1910, p. 249. 

6) Ebenda, p. 251 

7) Ebenda, p. 251. 

8) Ebenda, p. 252; Folia serolog., Bd. 4, No. 3. 

9) Centralbl. f. pathol. Anatomie, 1910, p. 193. 
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ting 1 2 3 ), Nauwerck und Weigert*) u. a. m.] haben aber 
sehr verschiedene Resultate ergeben. Die positiven Resultate bei 
Leichenseren schwanken zwischen 18,7 Proz, bis 58,4 Proz., ja 
Krefting fand nnter 96 nichtluetischen Leichenseren 24 posi¬ 
tive. Da also die anfangs gflnstig erscheinenden Erfolge durch 
eingehendere Untersuchungen nicht best&tigt werden konnten, 
ist man von der Anwendung der Wassermann schcn Reaktion 
in der pathologischen Anatomie im allgemeinen zurfick- 
gekommen. 

Mit umsomehr Frende mufite daher ein Verfahren von 
Wolff 8 ) zn begrflfien sei, das in einfacher Weise ermdglichen 
soli, bei Leichenseren die spezifischen Hem- 
mungen von der unspezifischen zu nnterscheiden, 
eventuell auch bernfen sein kflnnte, nnspezifische Seren von 
Lebenden (Narkosesera, Sera von Moribunden) zn differenzieren. 

Meine Untersuchungen mit der von Wolff empfohlenen 
Versuchsanordnung erstreckten sich auf 53 Leichenseren. Aufier- 
dem habe ich bei 55 Kaninchenseren, die bekanntlich sehr oft 
positiv reagieren, und 49 Menschenseren, meist syphilitischen 
Ursprungs, das Wolffsche Verfahren angewendet 

Bezflglich der Technik, die auf Verwendung der W e c h s e 1- 
mannschen Bariumsulfatmethode beruht, hielt ich mich 
genau an die Vorschriften des Verfassers, auch bezflglich der 
stets frischen F&llung des BaSO*. 

Wolff hat seine Versuche augenscheinlich mit aktivem 
Serum ausgefflhrt. 

Er nimmt irrtumlich an, dafi die Wechselmannsche Modifikation 
mit aktiven Seren arbeitet und kommt dadurch zu einer anderen theore- 
tischen Auffassung der Ergebnisse Wechselmanns. Wechselmann 4 ) 
geht bei seinen Versuchen von der Ansicht ans, dafi bei der Inaktivierung 
der Sera Komplementoide auftreten konnen, die die Verankerung des 
Meerschweinchenkomplements verhindem, eine Ansicht, die ich auf Grund 
angestellter Versuche schon friiher vertreten habe; durch Digerierung der 
inaktivierten Sera mit BaS0 4 werden die Komplementoide absorbiert, so 
dafi die Sera wieder bindungsfiihig werden. Wolff begriindet die grofiere 
Anzahl positiver Resultate bei Wechselmann durch die schonendere 
Behandlung der Sera bei der Inaktivierung. Wiihrend bei der Erhitzung 

1) Deutsche med. Wochenschr., 1910, No. 8. 

2) Munch, med. Wochenschr., 1910, p. 2329. 

3) Zeitschr. fur Immunitatsforsch., Bd. 11, 1911, p. 154. 

4) Zeitschr. f. Immunitatsforsch., 1909, p. 23. 
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der Sera auf 56° ein Teil der Luesarabozeptoren vernichtet wiirde, ware 
das bei der Inuktivierung durch Schiitteln mit BaS0 4 nicht der Fall, 
so dull also melir Luesambozeptoren an der Eeaktion teilnehnien konuen. 
Wolffs Krwagungen trcfbn aber auf die Weehselmannsche Modifikation 
nicht zu, da Weehsel mann inaktiviertes Serum zur BaS0 4 -Fiillung 
benutzt, also gar nicht auf eine schonende Behandlung Ansprueh maeht 

Ich hatte die Nachprflfungen der Wolffschen fiefunde 
zum groBen Teil aur mit inaktiviertem Seram angesetzt, da 
nfihere Angaben darfiber in der Arbeit des Antors fehlen und 
er selbst hervorhebt, daB seine Technik nichts anderes dar- 
stellt als die Weehselmannsche Modifikation, die eben 
inaktivierte Sera vorschreibt. Spater untersuchte ich aber 
die Sera inaktiv und aktiv, da ich nach den theoretischen 
Erwagungen Wolffs annehmen muBte, daB er mit aktiven 
Seren gearbeitet hat. Auf die Unterschiede, die sich bei 
gleichzeitiger Prflfung aktiver und inaktiver Sera ergeben 
haben, werde ich zurtickkommen. Nur sei hier bald hervor- 
gehoben, daB ich vor zirka zwei Jahren gelegentlich einer 
Nachprfifung und Bestatigung der Weehsel mann schen 
Modifikation festgestellt habe, daB das Ausschfitteln mit BaS0 4 
keineswegs zur v 611 i g e n Beseitigung des im Serum 
enthaltenen Komplements genfigt, sondern nur eine A b- 
schwachung desselben bewirkt Es ist mir damals ge- 
lungen, eine Anzahl syphilitischer Sera, die, aktiv untersucht, 
nach meiner Modifikation der Wa sser mann schen Reaktion l ) 
negativ waren, durch Behandeln mit BaSO* positiv zu machen; 
wahrscheinlich hat es sich dabei um eine Abschwachung des 
vorher zu starken Komplements durch BaSO* gehandelt 

Auch bei meinen jetzigen Untersuchungen habe ich ge- 
funden, daB auch Leichensera, selbst wenn sie erst nach 2—3 
Tagen p. m. zur Untersuchung gelungen, noch manchmal 
nach BaS0 4 -Behandlung Komplement enthalten, das zu einer 
mehr oder weniger vollstandigen Hamolyse genfigt. 

Nun haben aber Sachs und Altmann festgestellt, daB 
aktive Sera viel starker als inaktive reagieren und sie warnen 
daher mit Recht, aktive Sera ohne weiteres zur serologischen 
Untersuchung zu verwenden, ohne die Dosierung im Versuch 
zu andern. Ich selbst habe, als ich meine Modifikation aus- 

1) Zeitsckr. f. Immunitatsforschung, 1910. 
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arbeitete, die auf Verwendung aktiven Serums beruht, aus- 
reichend Gelegenheit gebabt, die Sachs-Altmannschen Be- 
funde zu erh&rten, und ich muBte die Extradosis bis auf 2 /s 
der mit inaktivem Serum verwandten Dosis heruntersetzen, 
urn richtige spezifische Resultate zu erhalten. Es liegt daher 
die Gefahr nahe, daB auch durch Leichensera, die noch Komple- 
ment euthalteo, wenn sie unter denselben Bediugungeu wie 
inaktiviertes Serum uutersucht werden, positive Resultate vor- 
getfiuscht werden kdnnen. 

Leichensera. 

Zur Untersuchung gelangten 53 Sera, die ich mit genauen 
Ergebnissen der Autopsie von dem hiesigen pathologischen 
Institut erhielt 1 ). Die Sera wurden im allgemeinen 1—4 Tage 
post mortem geprfift, aber selbst in Ausnahmef&llen, in denen sie 
erst bis 10 Tage post mortem zur Untersuchung gelangten, 
zeigten die Sera, die bis dahin im Eisschrank aufbewahrt 
wurden, nur sehr selten Eigenhemmung. Unter den 53 Seren, 
bei denen keinLues-Befund notiert worden war, reagierten 
— inaktiviert untersucht — 10 vSllig positiv, wdhrend 
10 andere Sera eine mehr oder minder starke 
Hemmung aufwiesen. 

Nach Einwirkung von BaS0 4 trat nur bei einem 
Falle (Tub. pulm.) eine Umwandlung der vorher positiven in 
eine negative Reaktion ein, w&hrend sie in den 9 iibrigen 
Fallen positiv blieb. Aber auch in dem einen Falle 
ergab die Paralleluntersuchung mit aktivem Serum nach Be- 
handlung mit BaS0 4 nur eine ganz geringe Abschwachung 
der vorher positiven Reaktion. Von 7 Seren, die 
ohne BaS0 4 unvollkommene Hemmung aufwiesen, wurde 
ein Serum nach BaS0 4 negativ, w&hrend zwei andere 
Sera eine starke Abschw&chung der positiven 
Reaktion zeigten. Die iibrigen Sera blieben durch 
BaS0 4 unbeeinfluBt. 

14 Leichensera wurden auch aktiv mit BaS0 4 be- 
handelt und untersucht. Differenzen haben sich dabei nur in 

1) Fur die Ueberlassung der Sera gestatte ich mir, Herrn Geheimrat 
Ponfick und Herrn Privatdozenten Dr. Heinrichsdorff an dieser 
Stelle rneinen besten Dank auszuspreehen. 
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zwei Fallen zwischen aktiven und inaktiven Seren heraus- 
gestellt: 1) bei dem schon oben erw&hnten Serum vom Tub. 
pulm., das nach BaS0 4 inaktiv negativ wurde, w&hrend aktiv 
die positive Reaktion nur unbedeutend abgeschw&cht wurde; 
2) bei Serum von einer Eklampsie, das — aktiv untersncht — 
positiv reagierte, w&hrend es inaktiv negativ war. Dasselbe 
wurde nach BaS0 4 -Behandlung auch aktiv negativ. Ganz 
entgegengesetzt verhielt sich ein Serum, das von einem Falle 
von Leuk&mie stammte. Dasselbe reagierte vor BaS0 4 -Be- 
handlung — inaktiv untersncht — positiv und aktiv 
negativ und wurde nach BaS0 4 auch aktiv positiv. 
4 Leichensera blieben vor und nach BaS0 4 *Behandlung 
gleichm&Big positiv. 

Mithin ist ein vdlliger Umschlag der Reaktion, wie es 
bei den Wolffschen Versuchen die Regel ist, nur in zwei 
F&llen konstatiert worden und auch hier nur entweder mit 
aktivem oder inaktivem Serum. Die Todesursachen in den 
Fallen, die unbeeinfluBt durch BaS0 4 positiv blieben, waren 
in & F&llen Tub. pulm. und in den tlbrigen F&llen Pneumonie, 
Sepsis puerp., Herzfehler, Leuk&mie, Eklampsie, An&mie, Ca. 
oesoph., Herzschw&che, Sch&delbruch. Lues war in keinem 
Falle vermerkt. 

K&ninchensera. 

Von 55 inaktiv untersuchten Seren normaler Kaninchen 
ergaben ohne Anwendung von BaS0 4 20einevollkommen 
positive Reaktion, 3 eine unvollkommene Hem* 
mung der H&molyse. Nach Behandlung der Sera 
mit BaS0 4 reagierten drei der vorher positiven und die 
drei nicht ganz positiven Sera negativ. Da aber 
diese Sera vor der BaS0 4 -Behandlung bis auf eine Ausnahme 
leichte Eigenhemmung zeigten, die nach BaS0 4 beseitigt war, 
handelt es sich bei dem Negativwerden der Sera, zum Teil 
wenigstens, um Aufhebung der Eigenhemmung. Ich 
habe des bfteren die sowohl von Wolff als von Noguchi 
beobachtete Tatsache feststellen kbnnen, daB leichte Eigen- 
hemmungen der Sera durch Digerieren mit BaS0 4 
aufgehoben werden kdnnen. 

Mithin kann man sagen, daB bei den unspezifischen 
Hemmungen der Kaninchensera bestenfalls 30Proz. der 
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Falle durch BaS0 4 negativ werden, eineMethode, 
die praktisch also nicht verwertbar ist. 

Mensohensera. 

Unter 49 Seren, von denen 32 von Luetikern (meist be- 
bandelte F&lle) und der Rest von fraglichen Fallen stammte, 
waren — inaktiv untersucht — 16 Sera positiv, 5 fast positiv. 

Von diesen warden 5 Sera durch Digerieren 
mit BaS0 4 negativ, nnd zwar 4 sichere Luesfaile 
und ein fraglicher Fall. Ein vorher negatives Serum 
wurde durch Behandlung mit BaS0 4 positiv. 

Mithin ist die positive Reaktion in fast 20 Proz. bei 
sicheren Luesf&llen negativ geworden, wfthrend nach den 
Versuchen Wolffs niemals ein positives Serum eines 
Lebenden durch BaS0 4 seine Reaktion ver&ndert. Unter 18 
aktiv untersuchten Seren waren 13 ohne BaS0 4 positiv, von 
ihnen zeigten zwei von Luetikern stammende Seren nach 
BaS0 4 eine bedeutende Verminderung in der Starke der 
Reaktion. Bei den Versuchen mit aktiven Seren muB hervor- 
gehoben werden, daB dieselben auch nach dem Digerieren mit 
BaS0 4 reichlich Komplement enthielten, das zu einer fast 
vollstandigen Hamolyse genflgte. Man muB zur ganzlichen 
Entfernung des Komplements das BaS0 4 langer und intensiver 
einwirken lassen, als in der von Wolff gewahlten Versuchs- 
anordnung verlangt wird. 

Meine Untersuchungen haben also ergeben: 

1) daB nur ein geringer Prozentsatz von un- 
spezifischen Bindungen von Leichen- und Ka- 
ninchenseren durch Digerieren mit BaS0 4 negativ 
wird; 

2) daB durch dasselbe Verfahren auch ein Teil 
der spezifischen Hemmungen bei Luesseren auf- 
gehoben wird. 

Wolff selbst zitiert am SchluB seiner Arbeit eine Mit- 
teilung von Noguchi und Bronferbrenner*), nach der 
das BaS0 4 in sehr grofien Quantitaten auch die „Lues-Ambo- 
zeptoren“ mitnahme. Es setzt hinzu, daB die Beobachtung 
fQr die praktische Anwendung der Reaktion ohne Bedeutung 

1) Journ. of exp. Med., Vol. 13, 1911, No. 2. 
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sei, da dieser Umstand erst bei Anwendung weit groBerer 
Quantitfiten von BaS0 4 eintritt, als bei seiner Versuchs- 
auordnung verwendet wird. Dem scheint aber nicht so zu 
sein, da meine Nachprfifungen sich an Wolffs Vorschriften 
gehalten haben. Ich verwende die Wechselmannsche 
Methode in geeigneten Fallen, um die Verschleierung einer 
positiven Reaktion aufzudecken. Mir ist bisher die Tatsache, 
daB durch BaS0 4 auch gelegentlich eine positive Reaktion 
negativ werden kann, entgangen, da ich mit der Wechsel- 
mannschen Methode immer nur negative Sera, die nach 
dem Befund und der Anamnese eigentlich batten positiv 
reagieren mtissen, untersucht habe, wahrend ich bei posi¬ 
tiven Seren die Methode nie geprflft habe. 

Wolff geht bei seinen Untersuchungen von den Er- 
wagungen aus, daB durch Autolyse hamolysehemmende Sub- 
stanzen ins Blut kommen und daB je nach der Quantitat 
dieser Substanzen unspezifische Hemmungen oder bei starkem 
Gehalt Eigenhemmungen der Sera hervorgerufen werden. 

Er halt diese hamolysehemmende Substanz, die er in 
vielen nichtluetischen Leichenseren fand und die auch ab und 
zu in Seren von Lebenden nachzuweisen ist, fQr verschieden 
von der echten, die Wassermannsche Reaktion ver- 
ursachenden Substanz und ftir unspezifisch. Er glaubt zu 
dieser Annahme berechtigt zu sein, weil bei seinen Versuchen 
stets die unspezifische Reaktion durch Schfitteln mit BaS0 4 
zu beseitigen war, wahrend das bei der Reaktion luetischer 
Sera von Lebenden niemals der Fall war. 

Zusammenfassung. 

Meine Versuche haben die Befunde, die Wolff 
an einem Material von 260 Seren erhoben hat, 
nicht bestatigen kOnnen. Es kommt wohl ab und 
zu vor, daB ein Serum — sei es Leichenserum 
oder Kaninchenserum — seine positive Reaktion 
durch Schfitteln mit BaS0 4 verliert, da aber das- 
selbe auch bei sicher positiven Luesseren vor- 
kommt, ist eine Unterscheidung spezifischer und 
unspezifischer Hemmungen auf diesem Wege 
nicht durchffihrbar. 
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Nachdruck verboten. 

[Aus dem Hygienischen Institut der Universitat zu Budapest 
(Prof. L. v. Liebermann).] 

Bemerkungen zu der Abhandlung Ton Llefniann, M. Cohn 
nnd Orloff: Ueber die Hypothese der llpoiden Natnr des 

Komplements. 

Vou L. v. Liebermarm und B. v. Fenyvessy. 

(Eingegangen bei der Redaktion am 12. Juni 1912.) 

In einer im Titel genannten Abhandlung (diese Zeitschrift, 
Bd. 13, p. 150) wenden sich Liefmann, M. Cohn und 
Orloff gegen unsere Ansichten fiber die chemische Be- 
schaffenheit des Komplements. Die Autoren fassen ihre Ein- 
wflnde in 14 Punkten zusammen, die wir nun der Reihe nach 
besprechen wollen: 

1. Es fehlt angeblich der Beweis, daB SeifenlOsungen oder 
Seifen-EiweiBmischungen ambozeptorbeladene Blutkbrperchen 
rascher auflSsen als nicht beladene. Die Autoren glauben, 
daB die von uns konstatierte leichtere LSslichkeit sensibilisierter 
Blutzellen ganz oder teilweise eine Folge des Waschens ist 
— der mechanischen Schadigung, die die sensibilisierten 
Blutzellen durch diese Prozedur erfahren — nicht aber die 
Folge der Sensibilisierung. 

Hierauf ist folgendes zu erwidern: 

a) Da die mechanische ScbSdigung, die zu einer be- 
schleunigten Hfimolyse durch seifehaltige Losungen fflhrt, nur 
die ambozeptorbeladenen Blutkdrperchen betrifft, norm ale 
aber, wie die Kontrollen beweisen, nicht: so ist es 
offenbar, daB man es mit einer Wirkung der Ambozeptoren 
zu tun hat, denn diese waren es ja, die die Erythrocyten so 
verfindert, gesch&digt haben, daB sie nun durch seifehaltige 
Losungen leichter zerstbrt werden als normale bzw. mit Normal- 
seris behandelte. 

Abgesehen von diesem logisch unanfechtbaren Schlusse, 
beweisen unsere Versuche 1 ), daB man es nicht nur mit einer 

1) Diese Zeitschrift, Bd. 10, p. 491—492. 
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durch das oftere Waschen der Blutzellen bewirkten allgemeioen 
Resistenzverminderung zu tun hat (die auch wir betont haben), 
da der Unterschied in der Geschwindigkeit der H&raolyse 
sensibilisierter und nicht sensibilisierter Erythrocyten nur bei 
bestimmten AlkalitStsgraden znr Geltung kommt. 

So haben wir z. B. gefunden (Versuch II, L c. p. 492), 
dafi bei Verwendung eines Gemisches von 1,0 ccm Natrium- 
oleinat 0,1-proz. -f- inakt. Normalkaninchenserum 0,1 ccm + 
physiol. NaCl-L6sung 1,8 ccm kein Unterschied zwischen sensi- 
bilisierten und nicht sensibilisierten Erythrocyten zu beobachten 
war, w&hrend bei Zusatz von 0,1 ccm n/ 60 -NaOH zu demselben 
Gemisch sensibilisierte Blutkbrperchen komplett, 
nicht sensibilisierte gar nicht gelftst wurden. 
Bei etwas hoherem, 0,2 ccm, Alkaligehalt nahm der Unter¬ 
schied wieder ab, um bei Zusatz von 0,4 ccm n/ 50 -NaOH ganz 
zu verschwinden. 

Ware mit den sensibilisierten BlutkOrperchen wirklich 
nichts anderes geschehen, als dafi sie durch bfteres Waschen 
eine allgemeine Resistenzverminderung erlitten haben, so waren 
die beschriebenen Erscbeinungen kaum verstkndlich. Es ist 
klar, dafi hier etwas anderes eine Rolle spielt, und dieses ist 
eben die Ambozeptorwirkung, die eine bestimmte 
Zusammensetzung der komplettierenden LOsung 
erfordert und sich nicht mit der Gegenwart eines beliebig 
zusammengesetzten Ldsungsmittels begnugt, wie so etwas bei 
einer einfachen mechanischen Sch&digung zu erwarten wSre. 

b) Wir kdnnen aber noch zu allem Ueberflufi beweisen, 
dafi der Unterschied in der Geschwindigkeit der HSmolyse 
durch seifehaltige Losungen auch dann zu beobachten ist, 
wenn das von Liefmann, Cohn und Orloff beanstandete 
Waschen der Erythrocyten unterbleibt. Man mufi aber h&ufig 
jene storenden Umst&nde moglichst ausschalten, auf die wir 
hingewiesen haben und die in dem verschiedenen Seifen- 
inaktivierungsvermSgen der zum Vergleich herangezogenen 
Immun- und Normalsera bestehen. In vielen F&llen gelingt 
es ohne weiteres, den Unterschied in dem Verhalten sensi¬ 
bilisierter und nicht sensibilisierter BlutkSrperchen einfach so 
zu zeigen, dafi man zu den seifehaltigen Losungen inaktiviertes 
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Immunserum bzw. Normalserum und die entsprechende Blut- 
emulsion zuffigt, wie z. B. im folgenden Versuch: 

1) 0,2 ccm inakt. Rinder-Kaninchenimmunser. + 2,0 ccm 0,1-proz. Seifenlosg. 

2) 0,2 „ „ Normalkaninchenserum + 2,0 „ „ „ 

Zusatz von je 1,0 ccm 5-proz. Rinderbluteraulsion; 2-stiindiger Thermoetat- 

versuch. — Resultat: 1) komplett, 2) spurenweise gelost. 

In anderen Fallen mflssen die Sera stark verdtinnt werden, 
Oder man mull sie genau neutralisieren. Es kommt auch vor, 
daB die Reaktion nur dann positiv ausfailt, wenn man die 
BlutkOrperchen erst mit den Seren digeriert (um die Ambo- 
zeptoren zun&chst an die Erythrocyten zu binden) und dann 
erst die seifehaltige Flflssigkeit zusetzt. Wir ffihren hierfflr 
folgenden Versuch an: 

Bei Verwendung eines bestimmten Immun- bzw. Normal- 
serums wollte der Versuch in der oben angegebenen einfachen 
Form nicht gelingen; beide Proben wiesen gleich starke Hfimo- 
lyse auf. Nun haben wir beide (Normal- und Immun-)Sera 
mit n/ 100 HC1 (unter Verwendung von empfindlichem Lackmus- 
papier) mdglichst genau neutralisiert Je 2,0 ccm der 20-fach 
verdfinnten neutralisierten Sera wurden mit je 1,0 ccm einer 
Rinderblutemulsion V, Stunde lang im Thermostaten gehalten. 
Sodann erhielten beide Proben (und zwar zuerst die mit 
Normalserum) unter stetigem Schfltteln, ohne vorheriges 
Zentrifugieren einen Zusatz von je 0,5 ccm 0,1-proz. Seifen- 
15sung. Nach 1-stQndigem Verweilen im Thermostaten war 
die mit Immunserum angestellte Probe stark hfimolysiert, die 
mit Normalserum gar nicht. Dafi wir es hier in der Tat mit 
der spezifischen Wirkung des Ambozeptors zu tun hatten, 
konnten wir dadurch beweisen, daB wir denselben Versuch 
anstatt mit Rinderblut mit Kaninchenblut wiederholten. Diesmal 
war die Hamolyse in beiden Proben gleich stark. 

Bestimmte, ffir alle Sera geltende Vorschriften lassen sich, 
wegen ihrer groBen Verschiedenheit, nicht geben. Das war 
ja auch der Grund, weshalb wir es ffir ndtig erachteten, durch 
Verwendung gewaschener, vorher mit Immun- bzw. Normal- 
seris behandelter Erythrocyten klare Verhfiltnisse zu schaffen. 

Auf Grund der obigen, sowie schon frfiher mitgeteilter 
Beobachtungen mflssen wir — im Gegensatz zu Liefmann, 
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Cohn und Orloff — daran festhalten, daB der Beweis, daB 
ambozeptorbeladene Blutkorperchen durch seifehaltige Ldsungen 
rascher h&molysiert werden als normale, einwandfrei erbracht, 
der Einwand aber, daB die Resistenzverminderung einfach eine 
Folge des Waschens ware, zurfickzuweisen ist. 

2. Unter Punkt 2 erkl&ren die zitierten Autoren, daB die 
Seifen-EiweiBmischungen zwar, wie wir gefunden haben, in 
demselben Sinne spaltbar sind, wie das natttrliche Komple- 
ment, daB aber diese Spaltung doch anderen Gesetzen 
folgen soil. 

Hierauf haben wir zu erwidern, daB es sich in unseren 
Versuchen nicht um das „Beschleunigungsph&nomen tt handelt. 
Da dieses Ph&nomen bekanntlich zuerst von uns beobachtet 
und beschrieben wurde, verdient diese unsere Feststellung 
voile Berticksichtigung. 

Uebrigens mtissen wir erklSren, daB dem von den zitierten 
Autoren mitgeteilten Versuch schon darum keine Beweiskraft 
zukommt, weil er mit Ydlliger Ignorierung unserer Versuchs- 
anordnung ausgefflhrt wurde. Mithin kdnnen wir uns die 
MQhe ersparen, auf die Einzelheiten eines Versuches einzu- 
gehen, der den Anforderungen der Nachprfifung eines Ver¬ 
suches nicht entspricht. 

3. Nach Liefmann, Cohn und Orloff wird Seife auch 
an nicht sensibilisierte Erythrocyten gebunden, was mit nattir- 
lichem Komplement nicht geschieht. 

Die Verfasser Qbersehen hier, daB das nur dann der Fall 
ist, wenn die Seife fur nicht sensibilisierte Erythrocyten nicht 
gehdrig inaktiviert war. Aus ihren inaktiven Kombi- 
nationen mit Serumbestandteilen wird aber die Seife — wie 
das schon U. Friedemann und Fritz Sachs 1 ) gefunden 
haben — von Blutkorperchen nicht aufgenommen. Ja, 
Friedemann und Sachs fanden in dieser Beziehungkeinen 
Unterschied in dem Verhalten sensibilisierter und nicht sen- 
sibilisierter Erythrocyten, was aber — nebenbei bemerkt — 
durch unsere in Punkt 1 schon besprochenen Versuche wider- 
legt ist. 


1) Biochem. Zeitsehr., Bd. 12, p. 271. 
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4. Dafi die Seifenwirkung, wie die Verfasser behaupten, 
in viel geringerem Grade von der Eonzentration abh&ngig ist, 
wie die des Komplementes, ist kein Einwand, denn es handelt 
sich, wenigstens vorlfiufig, nicht um quantitative, sondern um 
prinzipielle, qualitative Uebereinstimmungen, wie wir das oft 
hervorgehoben baben. 

Uebrigens haben Liefmann und Andreew 1 ) selbst, in 
Anerkennung dieses Prinzips, die Resultate ihrer einschl&gigen 
Versuche schon frfiher so zusammengefafit, dafi andere 
Stoffe.— Natronlauge, Seife, Saponin — in der 
fraglichen Wirkung ein gleiches Verhalten wie 
das natflrliche Komplement zeigen. 

5. Ein fernerer Einwand der Autoren ist der, dafi die 
Seife bei st&rkerem Blutzusatz weniger, das natiirliche Kom¬ 
plement aber mehr Erythrocyten 15sen soli. 

Die betreffenden Versuche von Liefmann und An¬ 
dreew, auf die sich die Verfasser beziehen, sind aber zur 
Demonstration dieses Verhaltens aus verschiedenen Grlinden 
nicht geeignet. 

Sie vergleichen zun&chst Dinge, die miteinander nicht 
verglichen werden dilrfen, n&mlich: nicht sensibilisierte 
Erythrocyten bzw. ihr Verhalten gegen reine Seifen- 
losungen mit sensibilisierten Blutkorperchen, auf die 
komplementhaltiges Serum einwirkt. 

Wird der Versuch richtig angestellt, so verhalten sich 
kunstliches und natiirliches Komplement fihnlich in dem Sinne, 
dafi bei steigendem Blutkorperchenzusatz die Menge der ge- 
losten Blutkorperchen zunimmt, wie folgender Versuch zeigt: 

50 ccm einer 5-proz. Rinderblutemulsion wurden mit der 5-fachen 
Ambozeptordosis (pro 1 ccm) sensibilisiert, sodann 3mal ausgewaschen und 
das Sediment auf 5 ccm aufgefiillt. Von dieser 50-proz. sensibilisierten 
Emulsion wurden die unten angcgebenen steigenden Mengen abgemessen 
und mit physiol. NaCl-Losung auf je 2,0 ccm erganzt. Siimtliche Proben 
wurden mit je 2,0 ccm eines kiinstlichen Komplementes folgender Zu- 
sammensetzung vermischt: 1,0 ccm 0,1-proz. Seifenlosung + 0,25 ccm einer 
konzentrierten Losung von Serumalbumin (Merck) + 0.75 ccm physiol. 
Kochsalzlosung. 


1) Diese Zeitschr., Bd. 11, p. 358. 
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Die Proben wurden 1 Stunde lang im Thennostaten gehalten, daim 
zentrifugiert. Der Hiimoglobingehalt der Abgiisse wurde mit dem 
Fleischl-Miescher schen Hamoraeter bestimmt und in Skalenteilen des 
Apparates angegeben. 


Blutmenge 
(50-proz. Emulsion) 
0,1 

0.2 

0,6 

0.8 

0,0 


Gelostes 

Hamoglobin 

360 (komplett) 

368 

400 

490 

570 


Noch wichtiger ist es aber, dafi die von den Autoren er- 
w&hnte Erscheinung nicht fflr jedes komplement- 
haltige Serum gilt, also nicht zur Charakterisierung des 
Komplementes dienen kann , wie aus folgendem Versuch 
hervorgeht. 


Steigende Mengen einer einfach sensibilisierten 50-proz. Rinderblut- 
emulsion wurden mit je 0,2 ccm eines frischen Normal-Kaninchenserums 
(Komplement) zusammengebracht und l 1 2 /, Stunden lang im Thermostaten 
gehalten. Resultat: 


Blutmenge 
(50-proz. Emulsion) 


0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1,0 


Gelostes 

Hamoglobin 

204 (komplett) 
162 
96 
68 
42 
47 


Man sieht also, daB bei Verwendung von Kaninchenserum 
nicht nur keine Zunahme, sondern im Gegenteil eine betrScht- 
liche Abnahme der H&molyse bei steigendem Zusatz von sen- 
sibilisierten Erythrocyten stattfindet, und doch wird ja niemand 
behaupten wollen, daB normales Kaninchenserum, das sonst 
in qualitativer Beziehung mit Meerschweinchenserum flber- 
einstimmt, kein wirkliches Komplement enth&lt! 

Punkt 6 enthait einen Einwand, der auf die unrichtigen 
Versuche von Gramenitzky gegrflndet wird. Er wurde 
von uns bereits widerlegt 1 ). 

7. Der Einwand von U. Friedemann und E. Herzfeld 
ist ebenfalls gegenstandslos geworden, da E. Surdnyi*) 


1) Biochem. Zeitschr., Bd. 40. p. 353. 

2) Berl. klin. Wochcnschr., 1912, No. 9. 
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nachgewiesen hat, daB ihre Schlflsse bezflglich der Natur der 
Komplemente unhaltbar sind. Die hieran geknttpfte Bemerkung 
von Liefmann, Cohn und Orloff (im Nachtrag), daB man, 
wenn man auch Surdnyis Versuche gel ten UlBt, doch sagen 
muB, daB ja die Mmolytisch wirksamen Seifen besonders leicht 
extrabier bar sind, ist vSllig unbegrQndet, da Surdnyi direkt 
nachgewiesen hat, daB sie nach dem Verfahren von Friede- 
mann und Herzfeld nicht{extrahiert werden. 

8. [und 9. Die Einwendungen, daB fdie Komplement- 
wirkungen durch erhdhten Kochsalzgehalt aufgehoben, die 
Seifenwirkung aber nur wenig verzogert wird, femer, daB das 
nattlrliche Komplement der Erwarmung auf 56° gegenflber 
viel empfindlicher ware, als unsere Seifengemische, sind un- 
richtig. Beides hangt lediglich von der Zusammensetzung des 
kunstlichen Komplementes ab.^U 

10. Nach den Autoren fehlt jede Ldsung des Problems, 
wie die Seife trotz der im Komplement- und Ambozeptorserum 
vorhandenen EiweiBstoffe zur Wirksamkeit gelangen konnte. 
— Versuche fflr eine derartige Erkiarung sind von uns schon 
frflher gemacht worden. Unserem jetzigen Standpunkt ent- 
spricht folgendes 1 ): 

Das, was Komplement genannt wird, ist nichts anderes 
als ein kompliziertes und labiles System gewisser normaler 
Serumbestandteile, wobei Seifen bzw. seifenahnliche Stoffe die 
ausschlaggebende Rolle spielen, indem diese die Hamolyse 
vollbringen. Die Bedeutung der sonstigen Bestandteile dieses 
Systems (EiweiBkbrper, Ca., etc.) liegt darin, daB die Seifen 
durch diese, chemisch Oder physikalisch, gebunden und infolge- 
dessen verhindert werden, mit fremden Systemen, die ftir die 
Seifen eine geringere chemische Oder physikalische Affinitat 
besitzen, reagieren zu konnen. Ein solches System von 
relativ geringer Affinitat reprasentieren die 
nicht sensibilisierten Blutkdrperchen, wahrend 
dem Ambozeptor die Rolle zukommt, die chemisch oder 
physikalisch gedachte Affinitat der Zellen filr die Seife zu er- 


1) Siehe Jahresber. f. Immunitatsf., Bd. 7, Abt. 1. 

ZelUcbr. f. ImmuniUtsforschuDg. Orig. Bd. XIII. 46 
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hfihen, und zwar so, daB die Blutkbrperchen-Ambozeptorver- 
bindung nunmehr eine groBere Affinitat zu den seifenartigen 
Verbindungen besitzt, als jene Serumbestandteile, die die 
Seife ihrer unmittelbar hfimolytischen Wirkung berauben. Die 
seifenartigen Korper werden also an die sensibilisierten Blut- 
kfirperchen herangezogen und es kommt infolge der Seifen- 
wirkung zur HSmolyse. Bezfiglich der weiteren Ausffihrungen 
verweisen wir auf den zitierten Ort. 

Es folgen nun noch 4 Punkte, von denen der eine, der 
14., von uns in der soeben erwfihnten zusammenfassenden 
Mitteilung beantwortet wurde. Es wird dort gezeigt, daB 
Neufelds Einwendungen — wie aus seinen eigenen Angaben 
hervorgeht — nur ffir konzentrierte, von uns nie angewendete 
Seifenlosungen Geltung haben, ffir verdflnnte aber nicht. 

Auf die flbrigen Punkte 11, 12, 13, die gewisse frflher 
gemachte Einwendungen anderer Forscher einfach aufzfihlen, 
ffihlen wir uns nicht verpflichtet abermals einzugehen, da sie 
von uns schon eingehend behandelt wurden. 


Frommar.nsche Buchdruckerei (Hermann Pohle) in Jena. — 4092 
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